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3RÉSUMÉ ET MOTS CLÉS
Les carcinomes mammaires qui possèdent des caractéristiques des cellules
basales/myoépithéliales du sein sont à ce jour très mal connus, et encore ignorés
en pratique clinique. Selon les études par profil génétique, les carcinomes
mammaires de phénotype basal sont fréquents, agressifs, et réfractaires au
traitement. Dans les faits, le carcinome de phénotype basal demeure une entité
nébuleuse pour le clinicien. L’objectif de notre travail a été de mieux caractériser
par histologie, par immunohistochimie et par FISH ce type tumoral. Plus de 100
patientes suivies pour carcinome mammaire ont été sélectionnées
rétrospectivement à partir des archives du département de pathologie du CHUM.
Nous avons construit des micromatrices tissulaires à partir des blocs tumoraux
disponibles, pour identifier et caractériser les carcinomes mammaires de
phénotype basal. Le marquage pour certains marqueurs des cellules
basales/myoépithéliales (CK5, CK14, CK17, aSMA et HERY) a permis
d’identifier plusieurs de ces tumeurs. Plus de 50% des carcinomes canalaires de
haut grade, qui n’expriment pas les récepteurs hormonaux et ne présentent pas
d’amplification du gène HER2 en FISH, expriment ces marqueurs de
différentiation. La plupart de ces cancers ne montrent pas non plus d’amplification
du gène de la topoisomérase. Les principales caractéristiques morphologiques de
ces tumeurs sont les suivantes: plages de nécrose étendue, inflammation et
réaction desmoplastique bien développée.
4Pris dans leur ensemble, nos résultats soulignent l’importance de poursuivre la
caractérisation de ces cancers car ils pourraient bénéficier d’une prise en charge
particulière susceptible d’améliorer la survie de ces patientes.
Mots clés: cancer, sein, micromatrices tissulaires, histologie, immunohistochimie,
FISH, cellule myoépitheliale, cellule luminale.
5SUMMARY AND KEY WORDS
Breast carcinomas with myoepithelialfbasal characteristics are stili very poorly
defined and understood; they remain an obscure entity, and are stili largely ignored
in clinical practice. Since the advent of genetic profiling technologies, basal breast
carcinoma is now considered a rather frequent and aggressive entity, whïch does
not respond well to conventional treatment. Nevertheless, since the basal breast
carcinoma is still poorly defined and characterized as an entity, data obtained from
cDNA microarrays studies needs to be validated with conventional pathology
methods. The aim of our study was to better characterize these tumors, by
histology, immunohistochemistry and FISH. We have retrospectively selected
over 100 breast carcinoma cases from the tissue bank of CHUM. We have
constructed tissue microarrays from corresponding paraffin tumor blocks. The
staining pattern based on CK5, CK14, CK17, a-SMA and HER-1 has allowed us
to detect positive staining for these markers in a number of these tumors. Most, but
not all positive tumors, are hormone receptor negative, and most, but not all, are
also HER2 negative by FISH. Most of them have a non amplified topoisomerase
status. The pattern of staining varies between tumors. Some basal tumors co
express luminal markers (EMA, CK19), whereas other tumors do not. The main
morphologic characteristics of basal tumors which we have identified are: large
areas of necrosis, pronounced inftamination and desmoplastic stromal reaction.
Some cases showed a particularly aggressive outcome.
6Our resuits underline the complexity of the basal breast carcinoma, which is quite
frequent among breast cancers at CHUM. We therefore underscore the need of
further characterizing this entity SO that the treatment of this particularly
aggressive carcinoma can be optinilzed.
Key words: cancer, tissue microarrays, histology, immonohistochemistry, FISH,
myoepithelial breast cell, luminal breast celi.
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Le sein est la glande responsable de la production du lait maternel. Cette dernière
assure à la fois une alimentation complète et procure une protection
immunologique au nourrisson.
La glande mammaire se divise en lobes, eux-mêmes constitués de lobules,
contenant les canaux tubuloalvéolaires. Chaque lobe est drainé par un canal
galactophore qui se jette à son tour au niveau des sinus lactifères à l’extrémité du
mamelon. Les canaux sont bordés de deux couches de cellules épithéliales: une
première couche, interne, faite de cellules continues, appelées cellules luminales;
une seconde couche, externe, constituée de cellules discontinues, les cellules
basales/myoépithéliales. Les cellules basales synthétisent la lame basale, qui
s’interpose entre le tissu épithélial et le tissu conjonctif mammaire. Le tissu
conjonctif interlobulaire se compose surtout de collagène, d’adipocytes, et d’un
derme réticulaire. Le tissu conjonctif intralobulaire est pauvre en collagène mais
riche en cellules telles que les fibroblastes et les myofibroblastes. La glande
mammaire subit des changements cycliques parallèles au cycle menstruel, et se
métamorphose au gré des différentes périodes hormonales de la vie de la femme
(puberté, vie adulte, grossesse, et ménopause).
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II. LE CANCER DU SEIN
11.1 Introduction
Le cancer du sein est le cancer le plus prévalent chez la femme, et une des
premières causes de morbidité et de mortalité dans la population féminine.
Actuellement, tant en Europe qu’en Amérique, une femme sur neuf en est atteinte,
et 30% d’entre elles succombent à la maladie. Malgré d’énormes progrès dans la
compréhension des mécanismes qui sous-tendent l’apparition et la progression du
cancer du sein, cette maladie, demeure complexe, hétérogène, et encore mal
comprise. La nomenclature et la classification actuelle des cancers se basent sur le
tissu et le type cellulaire qui donne naissance à la tumeur. Comme la plupart des
cancers mammaires proviennent des cellules épithéliales, ce sont des carcinomes.
Les sarcomes du sein (leiomyosarcomes, adenomyoépithéliomes malins etc.) sont
beaucoup plus rares, et les lymphomes exceptionnels.[1]
11.2 Les carcinomes du sein
En 2001, 240,000 femmes ont reçu un diagnostic de carcinome mammaire, 40,000
en sont décédées. Lincidence de la maladie semble croître; deux principaux
facteurs sont invoqués: le vieillissement de la population, et les grossesses moins
nombreuses et survenant à des âges plus avancés [2-5].
C
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Les carcinomes sont rangés en deux catégories : les carcinomes in situ (confinés
aux canaux et aux lobules par une membrane basale), et les carcinomes invasifs
(envahissant le stroma).
La classification histologique classique des types les plus fréquents figure au
tableau 1.
Tableau I: Classification et fréquence relative des carcinomes
mammaires








La classification actuelle des carcinomes repose sur des critères descriptifs
purement histopathologiques. Les carcinomes canalaires, de loin les plus
fréquents, sont ainsi appelés car ils proviendraient des cellules canalaires du sein.
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De même, les carcinomes tubulaires sont des carcinomes formant des cordons et
des tubules réguliers entourés d’un stroma abondant et fibreux. Le carcinome
médullaire au contraire est bien circonscrit et se compose de cellules beaucoup
plus indifférenciées, déposées dans un stroma peu abondant mais particulièrement
inflammatoire, Enfin, les carcinomes lobulaires se caractérisent par des minces
cordons de cellules cancéreuses disposées en file indienne [1].
Par ailleurs, on admet généralement que les carcinomes proviennent quasi
exclusivement des cellules luminales, et non des cellules de la couche basale, qui
ne se transformeraient qu’exceptionnellement en cellules malignes [6].
La prise en charge dépend essentiellement du diagnostic et des facteurs pronostics
du patient. L’agressivité de la tumeur est évaluée par des critères essentiellement
histopathologiques (le grade SBR, la taille de la tumeur, l’envahissement des
ganglions lymphatiques, la présence des métastases). Ces critères conduisent à la
formulation du stade de la tumeur (I-IV) selon la classification TNM, où le T
réfère à la taille de la tumeur, le N au nombre de ganglions envahis, et le M à la
présence ou l’absence de métastases.
Malheureusement, la prise en charge ne tient pas toujours compte du type
histologique de la tumeur, et demeure dans l’ensemble assez peu individualisée.
Malgré d’énormes progrès dans la compréhension du cancer du sein à l’échelon
moléculaire, peu de marqueurs ont actuellement un impact clinique dans la prise
en charge des patients.
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Le traitement de base du cancer du sein ressemble à celui des autres
adénocarcinomes: chirurgie, chimiothérapie et radiothérapie dépendant du stade T,
N, M de la tumeur et de l’espérance de vie du patient.
Selon le dernier consensus annuel de St-Gallen (assemblée de spécialistes du
cancer du sein d’envergure internationale) seulement deux marqueurs biologiques
sont pris en compte dans la prise en charge clinique de la maladie: les récepteurs
hormonaux et le statut de fiER-2 [7].
11.3 Les récepteurs hormonaux
Environ 70% des cancers du sein expriment les récepteurs d’oestrogènes et de
progestérone. Ce sont des tumeurs moins agressives et répondant généralement à
l’hormonothérapie.
Les patientes qui expriment des récepteurs hormonaux peuvent bénéficier d’une
hormonothérapie. Plusieurs molécules ont été développées à cet égard: le
tamoxifène (agoniste partiel des récepteurs d’ oestrogènes), l’anastrozoÏe (inhibiteur
d’aromatase), les analogues de GnRH [81.
11.4 HER-2 et cancer du sein
HER-2 est un récepteur tyrosine kinase sur-exprimée dans 25 à 30% des cancers
du sein. La plupart du temps, il s’agit d’une amplification du gène au niveau de son
locus 17q1 1-12. Son rôle oncogénique est bien reconnu in vitro [9, 10] et in vivo
[11, 12].
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Depuis 1987, 81 études cliniques ont étudié le rôle de l’amplification de HER- 2
dans le cancer du sein. Les conclusions de ces études sont les suivantes
- 25 à 30 % des cancers du sein surexpriment et/ou montrent une
amplification de HER-2.
- 92% des études concluent que l’amplification de HER-2 est associée à un
mauvais pronostic.
- Dans 71% des études, HER-2 est un facteur indépendant de mauvais
pronostic.
- L’amplification de HER-2 est associée à:
- Un stade tumoral avancé
- Une faible différenciation cellulaire
- Une perte d’expression de récepteurs hormonaux par les cellules
néoplasiques, et donc une résistance accrue à l’hormonothérapie
- Une pré-ménopause
- Un index de prolifération cellulaire élevé
- Un plus grand risque de récurrence de la maladie
- Une survie plus courte.
La découverte du gène HER-2 et de la surexpression de cette protéine, ont permis
deux innovations majeures durant les quinze dernières années pour la prise en
charge des patientes. D’une part, l’amplification d’HER-2 est devenue un
2$
biomarqueur tissulaire de mauvais pronostic et est recherchée en routine dans les
carcinomes mammaires ; d’autre part, depuis 1998, le trastuzumab (Herceptin®),
un anticorps monoclonal humanisé, est devenu une option thérapeutique de choix
pour les patients ayant une amplification de l’oncogène HER-2. Actuellement
d’autres agents thérapeutiques sont aussi à l’étude: inhibiteurs des tyrosines
kinases, antagonistes des tyrosines kinases etc. [8, 12-14].
Par ailleurs, de nombreuses études ont suggéré que les patientes porteuses de
tumeurs ayant une amplification de HER-2 pourraient bénéficier des régimes de
chimiothérapie composés d’anthracyclines [15, 16].
11.5 Topoisomérase 2A et cancer du sein
Les topoisomérases sont des enzymes nucléaires qui facilitent la transcription, la
duplication, et la recombinaison de l’ADN.
La topoisomérase 2A aurait un rôle vital lors de la ségrégation et la condensation
des chromosomes, ainsi qu’au moment de la torsion et de la compaction de 1’ ADN
[17, 181.
Par ailleurs, les topoisomérases sont aussi la cible de nombreux agents
chimiothérapeutiques, cormne les anthracyclines, les épipodophyllotoxines,
l’actinomycine etc. Les anthracyclines sont considérées comme des agents
thérapeutiques de choix contre les carcinomes mammaires de mauvais pronostic,
et, particulièrement, envers les carcinomes ayant une amplification de HER-2.
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Des études in vitro ont montré que la sensibilité des cellules cancéreuses aux
agents inhibiteurs des topoisomérases est dépendante du niveau d’expression des
topoisomérases dans la cellule. Depuis, les topoisomérases sont considérées
comme des marqueurs potentiels de la réponse à ces agents thérapeutiques [19-
21].
Le gène de la topoisomérase 2A est situé à seulement quelques kilobases (kb) du
gène HER-2, au locus 17q21. La co-amplification des deux gènes a été décrite
dans de nombreuses études. Selon certaines de ces études, 15 à 50 % des tumeurs
qui présentent une amplification de HER-2, présentent aussi une co-amplification
du gène de la topoisomérase [22-24]. Des publications récentes affirment que les
topoisomérases ont un rôle prépondérant pour prédire la sensibilité aux
anthracyclines dans les tumeurs avec amplification de HER-2 [25]. Actuellement,
plusieurs études multicentriques sont en cours pour déterminer le rôle du statut de
la topoisomérase dans la prise en charge du carcinome mammaire [26].
En conclusion, actuellement, malgré la grande hétérogénéité du cancer du sein,
seulement deux paramètres biologiques influencent le traitement des femmes
atteintes: la présence ou l’absence d’expression des récepteurs stéroïdiens; et
l’amplification de HER-2. Le statut des topoisomérases au sein des cellules
tumorales pourrait aussi devenir un outil d’orientation du choix du traitement.
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Actuellement, la sélection du cocktail radio/chimiothérapeutique ne tient pas
suffisament compte de l’hétérogénéité des carcinomes.
Tout de même, depuis l’introduction des antistéroïdiens et du trastuzumab, la
courbe de survie des femmes atteintes d’un cancer du sein s’est favorablement
redressée.
Malheureusement, il y a encore peu d’outils thérapeutiques disponibles pour les
femmes atteintes de carcinomes qui n’expriment pas les récepteurs stéroïdiens et
qui ne répondent pas à l’Herceptin. Leur risque de mortalité reste le plus sombre et,
des progrès dans la prise en charge de ces tumeurs apparaissent nécessaires pour
améliorer leurs chances de survie.
III. LE CANCER DE PHÉNOTYPE BASAL
111.1 Introduction
Dès la 2leme semaine de vie intra-utérine [27, 2$], le tissu épithélial du sein se
compose de deux couches distinctes: une couche interne, la couche luminale, et
une couche externe, juxtaposée à la membrane basale: la couche basale.
Chez l’adulte, la couche basale prends un aspect hétérogène: les cellules sont
tantôt cubiques, tantôt fusiformes. Elles forment une couche parfois continue mais
souvent discontinue selon leur position dans l’arbre mammaire et l’environnement
hormonal du tissu. Les principales cellules composant cette couche basale sont les
cellules myoépithéliales. Le terme utilisé pour dénommer ces cellules reflète leur
double ‘personnalité’: ce sont des cellules épithéliales, douées de propriétés
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contractiles. Elles expriment donc aussi bien les cytokératines que des protéines
contractiles telles que laSMA, la myosine, et la calponine [28, 29].
La constitution exacte de cette couche basale reste à ce jour encore mal
documentée, la littérature s’étant portée davantage sur la couche luminale.
Effectivement, jusquà tout récemment, les cellules luminales ont été considérées
comme les protagonistes quasi absolues aussi bien de la physiologie de l’arbre
glandulaire mammaire, que de la pathologie cancéreuse du sein.
Deux nouvelles avenues de recherche ont réveillé Pintérêt des spécialistes du sein
pour la couche basale. Tout d’abord, la possibilité d’y retrouver d’autres types
cellulaires en plus des cellules myoépithéliales (des cellules souches ou
progénitrices, des cellules intermédiaires) [30-32]. Ensuite, l’identification du
carcinome mammaire de phénotype basal, récemment identifié par des études de
profil génétique [33].
Dans notre exposé, nous allons utiliser le terme de “cellules basales”, ou de
“cellules de la couche basale”, pour nous référer, essentiellement aux cellules
myoépithéliales, sans exclure la possibilité qu’il puisse aussi s’agir d’autres types
cellulaires, comme des cellules progénitrices des cellules épithéliales, ou des
cellules de différenciation intermédiaire.
111.2 Caractérisation de la couche basale
Le terme “basal” a été d’abord utilisé par Moll et collègues [34], pour se référer
aux populations de cellules qui expriment certaines CK de haut poids moléculaire,
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après description par analyse en gel bidimensionnel, du catalogue des CK
humaines dans divers épithéliums normaux et tumoraux.
C’est ainsi que l’expression des CK 5,14 et 17 a été retrouvée préférentiellement
dans les couches basales de beaucoup d’épithéliums glandulaires, dont celui du
sein. En revanche, les CK $ et 1$ ont été principalement observées au niveau des
cellules luminales. [34] Comme discuté précédemment, les cellules luminales ont
toujours été considérées à l’origine de la grande majorité de carcinomes
mammaires. La couche basale forme normalement une couche continue autour des
foyers de carcinomes in situ, disparaissant lors de l’apparition des foyers de
carcinome invasifs. En conséquence, la détection de la couche basale a connu un
intérêt diagnostic dans la pratique pathologique depuis quelques années: sa
présence permet de poser un diagnostic de carcinome in situ, son absence
indiquant plutôt le caractère envahissant d’une lésion.
L’identification des cellules basales s’est tout d’abord faite à l’aide de la
microscopie électronique, par la reconnaissance des protéines contractiles
filamenteuses dans le cytoplasme des cellules (présence de myofilaments, de
tonofilaments).[35] Depuis l’arrivée de l’IHC, leur détection en microscopie
optique est devenue beaucoup plus facile. En effet, comme la détection avec les
colorations usuelles est ardu, même malgré leur morphologie cuboïdale ou
fusiforme, l’IHC est devenue indispensable pour le pathologiste. L’identification
des cellules myoepithéliales en IHC au moyen d’anticorps commercialement
disponibles (particulièrement l’aSMA) est devenue, au fil des ans, une pratique
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courante dans les départements de pathologie hospitaliers. Selon des études
récents, plusieurs antigènes identifient les cellules myoépithéliales: la aSMA, la
vimentine, la relaxine, l’oxytocine, la myosine, la tropomyosine, le CD1O, la S 100,
la p63, la f34intégrine , les CK basales etc. [36-40] Les dernières avancées dans la
connaissance des cellules de la couche basale ont été apportées par les études par
profil génétique; ces dernières permettant de mieux connaître et comprendre leur
bagage génétique [28, 41].
Mais malgré ces nouveaux développements, le type cellulaire basal reste encore
mal connu.
L’hétérogénéité et la plasticité de ces cellules, tant à l’état physiologique que
pathologique, rendent l’interprétation des résultats en ff{C et en profil génomique
difficile. Actuellement, le cocktail d’antigènes le plus sensible et spécifique pour
caractériser les cellules de la couche basale cellules reste à déterminer.
111.3 Les carcinomes mammaires d’origine myoépithéliale
La plupart des lésions du sein prenant naissance des cellules myoépithéliales sont
des lésions bénignes [42]. L’existence de carcinomes mammaires d’origine
myoépithéÏiale a été reconnue mais considérée exceptionnelle. Plusieurs entités
distinctes ont été décrites: le carcinome myoépithélial, la tumeur
adénomyoépithéliale, le carcinome adénoide kystique [43], le carcinome peu
différencié riche en cellules myoépithéliales [44-461. Le diagnostic repose sur
des critères avant tout cytologiques et architecturaux: cellules fusiformes atypiques
marquant en il-IC pour les CK basales, l’aSMA, le S 100, la virnentine etc. Les
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altérations cytogénétiques les plus communes décrites touchent les chromosomes
11,16 et 17 [47, 48]. 11 y a encore très peu des cas décrits dans la littérature, et la
conduite à tenir à l’égard de ces cancers est mal définie. Tout de même, les rares
études cliniques publiés reflètent leur caractère agressif et leur résistance à
l’hormonothérapie et à la radiothérapie [27, 49-51]. L’évolution péjorative des
patientes atteintes mériterait sans doute une meilleure documentation de ces
lésions en dépit de leur rareté.
111.4 Les carcinomes mammaires de pliénotype basal
Dans une ligne de pensée parallèle, de nombreuses études ont proposé l’existence
d’un sous groupe de carcinomes conventionnels (canalaires, médullaires)
présentant des caractéristiques de cellules basales/myoépithéliales.
Depuis les années 60, quelques études en microscopie électronique prétendent
avoir retracé des cellules myoépithéliales, non reconnues en microscopie optique,
au sein de carcinomes infiltrants [52]. Par ailleurs ces cellules ont aussi été
observées dans les ganglions métastatiques de carcinomes mammaires [53], et
identifiées comme une composante essentielle des carcinomes canalaires avec
réaction desmoplastique [54j.
Malgré ces données, aucune étude n’a évalué leur valeur pronostique, et en
parallèle, beaucoup d’autres études ont réfuté la possibilité d’une composante
myoépithéliaïelbasale dans les carcinomes courants, d’après leur ultrastmcture.
Dans les revues les plus récentes de microscopie électronique (ME), les cellules
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myoépithéliales restent une composante inexistante dans la plupart des carcinomes
invasifs mammaires.[55].
Depuis les années $0, de nombreuses études en ifiC souffrent de la nomenclature
actuelle des carcinomes mammaires. Alors que les carcinomes mammaires
d’origine myoépithéliale, reconnaissables en microscopie optique, semblent
exceptionnels; les carcinomes mammaires courants (canalaires, médullaires,
tubulaires) composés exclusivement de cellules luminales semblent beaucoup plus
rares qu’on l’avait soupçonné. La composante basale/myoépithéliale (identifiée en
ifiC), participerait beaucoup plus souvent qu’attendu à la carcinogenèse, mais
serait difficilement reconnaissable en microscopie optique. Plusieurs équipes
caractérisant le profil immunohistochimique des carcinomes mammaires courants,
ont reconnu la présence d’une composante basale/myoépithéliale dans plusieurs
carcinomes, qui échappait à l’examen histologique de la tumeur. Diverses
appellations ont été utilisées par les différentes équipes pour décrire ce
phénomène: carcinomes de phénotype basal [56, 57], carcinomes co-exprimant
les CK basales et luminales [5$J, carcinomes de phénotype bimodal [59],
carcinomes à phénotype myoépithélial [60].
La signification clinique du phénotype basal reste unanimement de mauvais
pronostic selon les études qui ont exploré les caractéristiques cliniques de ces
tumeurs [57, 59, 61-63]. Par ailleurs, certaines études associent le phénotype basal
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à des tumeurs de haut grade, [59, 64, 65] n’exprimant pas les récepteurs
hormonaux, [57, 66, 67] et apparaissant chez des jeunes femmes [57, 64, 65].
Malgré ces nombreuses publications soulignant le besoin de réévaluer la
classification et la prise en charge des carcinomes mammaires, l’impact clinique de
ces études a été quasi nul: la composante basale/myoépithéliale des carcinomes
mammaires a continué d’être ignorée, peu ou pas recherchée ni évaluée en
pratique médicale.
L’importance des carcinomes mammaires de phénotype basal a finalement refait
surface lors de l’arrivée des nouvelles technologies. Effectivement, les données
apportées par les études par profil génomique (hybridation génomique
comparative et puces à ADN) dévoilent de nouvelles perspectives. Aux yeux de la
majorité des spécialistes du cancer du sein, le carcinome mammaire de phénotype
basal prenait vraiment naissance.
Malgré certaines controverses et de nombreuses variations entre les diverse études,
un nouveau consensus semble devoir s’établir: les carcinomes canalaires peuvent
être classés en trois principales catégories selon leur profil d’expression génétique:
les carcinomes ayant le profil d’expression des cellules luminales, les carcinomes
ayant un profil d’expression propre aux cellules basales/myoépithéliales, et les
carcinomes qui sur-expriment le gène HER-2 [33, 68-70].
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D’après ces études, les carcinomes de phénotype basal sont caractérisés par un
profil génique négatif pour les gènes des récepteurs hormonaux et le gène HER-2.
On les appelle carcinomes à “phénotype triple négatif”. fis expriment des gènes
normalement actifs dans les cellules de la couche basale, comme les gènes de la
CK5, la CK17, la laminine, HER1 (33, 63) etc. Le taux de mutation de la p53
serait aussi plus élevé que pour les autres classes tumorales.
Avec les carcinomes du groupe HER-2, les carcinomes de phénotype basal
auraient le plus sombre prognostic.
IV. LES MICROMATRICES TISSULAIRES
Le concept des micromatrices tissulaires est née en 1997: Juha Kononen, un
étudiant au « National Human Genome Research histitut> cherchait alors une
façon d’améliorer la validation des résultats obtenus par les puces à ADN [71, 72].
En effet, les avancées récentes dans l’analyse du transcriptome, la génomique et la
protéomique, ont révolutionné le paysage de la recherche biomédicale. Ces
nouvelles technologies, à haut débit, génèrent un nombre de données
considérables; elles permettent d’analyser simultanément l’expression de milliers
de gènes et de protéines dans un même tissu tumoral. Ces données nécessitent de
toute évidence une validation morphologique. L’éventuelle utilisation des biopuces
en clinique dépend de la qualité et de la rapidité des outils de validation sur des
grandes séries.
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La connaissance et la classification des différents types tumoraux, la localisation
des patrons d’expression spécifiques, la recherche de marqueurs cliniques
pertinents, et la stadification tumorale ont toujours fait appel aux compétences des
pathologistes. Cependant, les outils dont ils disposaient jusqu’à maintenant
freinaient toute avancée rapide leur permettant de suivre les apports des nouvelles
techniques de biologie moléculaire: la pratique des coupes histologiques standards
était trop archaïque et trop coûteuse pour caractériser des centaines, voir des
milliers de gènes, avec des cohortes de plus en plus grandes de patients nécessaires
pour valider ces données. Le passage à la grande échelle et au haut débit
s’imposait donc comme une étape nécessaire au pathologiste du 2lïèmesiècle.
C’est dans ce contexte d’interdépendance entre le pathologiste et le biologiste
moléculaire que la technique des micromatrices tissulaires a pris tout son essor
[73-78].
En bref, il s’agit d’une technique à haut débit permettant d’obtenir des profils
d’expression par immunohistochimie ou hybridation in situ, et de mesurer les
niveaux d’amplification par FISH, à partir de tissus fixés, inclus en paraffine ou
congelés. Une micromatrice tissulaire est un bloc de paraffine (appelé
«receveur ») composé de plusieurs carottes provenant des divers blocs tissulaires
distincts (« donneurs »). A partir d’un bloc de micromatrice tissulaire, on peut
donc évaluer simultanément la présence ou l’absence d’une centaine de marqueurs
dans plusieurs spécimens tumoraux.
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HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DE RECHERCHE
Le cancer du sein est le carcinome le plus fréquent chez la femme, et une des
principales causes de mortalité et morbidité. D’énormes progrès dans la prise en
charge de la maladie au cours des derniers vingt ans ont permis une nette
amélioration de la survie des patientes. Malheureusement, cette prise en charge
reste insatisfaisante, particulièrement, pour les femmes atteintes des tumeurs de
haut grade qui n’expriment pas les récepteurs hormonaux, et qui ne répondent pas
au trastuzumab ou à d’autres médicaments anti-HER-2.
D’après les données de la littérature, les carcinomes ayant un phénotype basal
identifiés en 11IC, en CGH et par des puces à ADN, semblent beaucoup plus
prévalents que ce qui a été reconnu jusqu’à récemment.
Il s’agirait de carcinomes de très mauvais prognostic, principalement de haut
grade, n’exprimant pas les récepteurs hormonaux et répondant mal à la prise en
charge classique des carcinomes mammaires. Peut-être pourraient-ils bénéficier
d’une prise en charge particulière?
Actuellement il n’y a pas de consensus quant à la définition du carcinome basal en
pathologie et en il-IC. Or, nous pensons qu’il est primordial de mieux les
caractériser. Les nouvelles technologies comme les puces à ADN sont
intéressantes, mais elles sont très coûteuses et encore insuffisamment validées ou
standardisées. Elles ne sont donc pas applicables en clinique courante pour le
moment.
40
Nous estimons que les carcinomes mammaires ayant des caractéristiques basales
en liC sont fréquents, sous-estimés depuis longtemps, et encore mal connus. Les
analyses pathologiques courantes ne permettent pas de les reconnaître. Par ailleurs,
ces tumeurs représentent sans doute un groupe de cancers hétérogènes et
complexes. Des études supplémentaires sont nécessaires pour caractériser et
comprendre ces tumeurs, pour retrouver des stigmates du phénotype basal de
pertinence potentielle, et pour évaluer l’ensemble du spectre lésionnel
correspondant à ce type tumoral.
Les buts de notre projet étaient de mieux caractériser en liC et en pathologie les
carcinomes de type basal et d’évaluer la technique des micromatrices tissulaires à
cet égard.
Nos objectifs spécifiques étaient les suivants
- Identifier les carcinomes mammaires exprimant des caractéristiques IHC
des cellules basales/myoépithelïales, en se basant sur les antigènes publiés
dans la littérature où connus dans notre laboratoire (rfs thèse doctorale Dr
Jolicoeur) CK5, CK14, CK17, aSMA, HER1.
- Évaluer leur importance chez les patientes suivies au CHUM.
- Corréler ces données au type histologique, au statut hormonal et au statut
HER-2 de la tumeur, ainsi qu’à l’âge des patientes.
- Analyser ces tumeurs d’un point de vue pathologique et clinique.
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- Analyser la relation entre les marqueurs basaux et les marqueurs luminaux
pour envisager l’origine cellulaire possible de ces tumeurs.
- Analyser la relation du phénotype basal avec l’amplification du gène de la
topoisomérase 2A.




I. SELECTION DES PATIENTES
Li Comité d’éthique
Conformément aux les articles 19.1 et 19.2 de la Loi sur les services de santé et les
services sociaux, la présente étude a reçu l’approbation du directeur des services
professionnels du Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM), et des
comités d’évaluation scientifique et d’éthique de la recherche du CHUM.
Le Comité d’évaluation scientifique (composé d’un directeur, sept chercheurs et du
chef pharmacien du CHUM) évalue la pertinence, la validité, et la compétence
scientifique des chercheurs.
Le Comité d’Éthique de la Recherche (composé de cinq professionnels de la santé,
d’un juriste, d’un consultant d’éthique et de deux membres de la collectivité),
évalue les risques auxquels sont exposés les sujets, la préservation de leur dignité,
la confidentialité de l’étude, les bénéfices de l’étude, les coûts économiques, et le
consentement libre et éclairé des patients participant à l’étude.
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1.2 Sélection des cas
Nous avons sélectionné rétroactivement deux cohortes de patientes traitées par
chirurgie au CHUM, entre 2000 et 2005, pour un carcinome mammaire, et pour
lesquelles des blocs de tissus fixés et enrobés en paraffine ont été archivés.
La sélection a été effectuée à partir des dossiers des patientes, plus spécifiquement
à partir des rapports pathologiques des lésions mammaires traitées
chirurgicalement.
Grâce aux rapports pathologiques et aux dossiers cliniques des patientes, pour
chaque patiente choisie, nous disposions des informations suivantes:
- Âge de la patiente au moment du diagnostic.
- Données pathologiques au sujet du prélèvement chirurgical tumoral: taille
de la tumeur si mesurable, type histologique diagnostiqué, grade mitotique,
nucléaire et histologique évalué par le pathologiste rédigeant le rapport,
envahissement ganglionnaire dans les cas où une exérèse ganglionnaire
accompagnait l’exérèse tumorale, statut des récepteurs hormonaux et de
HER2 par immunohistochimie.
- Donnés cliniques: prise en charge des patientes (type et régime de
chimiothérapie/radiothérapie), compte rendu d’imagerie quant à la
présence/apparition des métastases.
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La première cohorte (cohorte préliminaire) nous a servi à recueillir nos résultats
préliminaires et nous guider dans le choix des types tumoraux à étudier dans la
deuxième cohorte pour optimiser l’étude des tumeurs basaux. Pour la première
cohorte, les critères de sélection ont été modérément restrictifs. Nous avons voulu
échantillonner des tumeurs appartenant à différents types histologiques, différents
grades, avec ou sans expression des récepteurs hormonaux ou d’amplification de
l’oncogène HER2.
La sélection de la deuxième cohorte a été beaucoup plus rigoureuse, tenant compte
cette fois des résultats obtenus pour la première cohorte afin d’optimiser le nombre
de carcinomes basaux dans l’échantillon. Elle se compose de carcinomes
canalaires et médullaires, majoritairement de haut grade, sans expression des
récepteurs hormonaux ni amplification du gène HER2.
Cohorte “préliminaire” : 69 patientes opérées d’un carcinome mammaire au
CRUM entre 2000 et 2005. Ces tumeurs ont servi à l’étude MC des tumeurs avec
trois marqueurs basaux.
Cohorte “finale” 6$ patientes opérées d’un carcinome mammaire au CHUM entre
2000 et 2005. Leurs spécimens tumoraux ont servi à la construction d’une
micromatrice tissulaire, caractérisée en IHC (dix marqueurs) et en FISH (deux
marqueurs).
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II. ANALYSE DES TUMEURS
Les tissus de patientes archivés au CHUM ont été fixés et enrobés en paraffine de
manière courante; ils ont été conservés sous forme de blocs de paraffine et sont
donc adéquats pour une étude rétrospective par immunohistochimie, même après
quelques mois ou années (contrairement à des tissus déjà débités). Pour chaque
bloc de paraffine des coupes histologiques colorées à 1’HP$ ont été confectionnées
dans le département de pathologie pour permettre l’analyse histologique
correspondant à chaque bloc tumoral.
Chaque cas sélectionné dans les deux cohortes a été réexaminé et réévalué au point
de vue pathologique.
Pour la cohorte” finale”, tous les blocs tumoraux ont été caractérisés pour chaque
patiente. Ceci d’une part pour récolter le maximum d’information pathologique
accompagnant chaque tumeur, mais aussi pour sélectionner un ou deux blocs
tumoraux représentatifs par patiente pour la construction des micromatrices
tissulaires et pour le marquage immunohistochimique. (Voir ci dessous)
Par ailleurs, nous disposions, pour chaque tumeur, des lames avec leurs marquages
immunohistochimiques originaux réalisés au CHUM pour les antigènes ER
(récepteurs d’estrogène), PR (récepteurs de progestérone), HER2 (oncogène
HER2). Ces marquages on été réalisés en pratique clinique courante car ils guident
la prise en charge des patientes (cf. intro).
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V Grades nucléaire-mitotique-histologique (Grade SBR)
V Aspect du stroma
V Présence ou absence de carcinome in situ: type (comédonien, solide,
cribriforme), et pourcentage de la tumeur correspondant à du CIS.




V Nécrose punctiforme, nécrose centrale
V Présence d’autres anomalies mammaires non tumorales (changements
fîbrokystiques, adénose, etc.)
III. SELECTION DES BLOCS TUMORAUX ET
CONFECTION DES LAMES HISTOLOGIQUES
Un à deux blocs tumoraux on été sélectionnés pour chaque patiente dans nos deux
cohortes. Nous avons sélectionné les blocs contenant la plus haute densité
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tumorale, et une épaisseur satisfaisante. En cas d’hétérogénéité tumorale, les zones
de plus haut grade tumoral et de caractère invasif ont été sélectionnés en priorité.
Des coupes des blocs tumoraux sélectionnées pour chaque patiente ont été
colorées à 1’ HPS (Hématoxyline
— Phioxine — Safran).
IV. CARACTERISATION DE LA COHORTE
PRÉLIMINAIRE PAR IHC
IV.1 Introduction
L’IHC est une technique utilisée en pathologie courante depuis plus de 30 ans. Elle
contribue de manière routinière au diagnostic et à l’évaluation des lésions
tissulaires par les pathologistes cliniciens.
IV.2 Immunohistochimie manuelle sur lames
Les marquages immunohistochimiques effectués sur des coupes des blocs
tumoraux (technique de peroxydase indirecte) ont été révélés à l’aide du
chromogène 3,3-diaminobenzidine (Sigma Chemical Co.). Nous avons ciblé les
marqueurs de phénotype basal inscrits au Tableau II.
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Tableau Il Marqueurs ciblés en IHC pour la cohorte préliminaire
Marqueur Anticorps Fabricant Dilution Conditions Tissus de
primaire de travail contrôle
Œ-SMA 1A4 DAKO 1: 500 P, EnV Côlon
Kératine LLOO2 Sérotec Ltd 1 10 P, MO, Peau
14 LSAB2
Kératine E3 DAKO 1: 20 P, MO, Prostate
17 LSAB2
Légende: EnV, trousse secondaireltertiaire EnVision de DAKO; (EZ, pré-
traitement enzymatique (10 minutes; pronase à 37°C)) LSAB2, trousse secondaire
et tertiaire LSAB2 de DAKO; MO, pré-traitement au micro-ondes (tampon
citrate, pH 6,0); P, sur tissus fixés, inclus en paraffine.
Technique d’immunohistochimie indirecte employant la peroxydase du
raifort
Il est essentiel que les lames ne sèchent à aucune étape du processus:
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coupes sont préalablement traitées au H202 3% (10 min pour bloquer la PERe),
puis rincées à l’eau courante (5 mm).
Pré-traitement au micro-ondes
Certains épitopes ciblés par des anticorps primaires semblent être partiellement ou
totalement masqués au cours du processus de fixationld’inclusion en paraffine des
tissus. Le protocole suivant vise leur démasquage par la chaleur en milieu
légèrement acide:
1- Les coupes sont placées, sous l’eau courante, dans un portoir de plastique de
25 places, les places vides étant au besoin comblées par des lames vierges;
2- 1000 ml de tampon citrate (pH 6) sont portés à ébullition au four micro-ondes
(intensité maximale, 9 mm) dans un presto fermé;
3- Les coupes sont immergées dans le presto; l’ensemble est placé au four micro-
ondes (puissance maximale, 4 mm);
4- Lorsque la pression interne a chuté, le presto est ouvert; les coupes y
demeurent pour 15 min avant d’être doucement submergées dans un bain d’eau
courante froide (5 mm).
Technique d’immunohistochimie indirecte employant la peroxydase du
raifort
fi est essentiel que les lames ne sèchent à aucune étape du processus:
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1- Pendant que les lames sont encore dans l’eau, avec un crayon conçu à cet effet
(Dakocytomation), encercler les zones selectionnées (le cerne permet de
retenir les solutions appliquées au niveau des tissus);
2- Rincer au PBS avec du Tween 20 (5 mm);
3- Essuyer les lames une à une sur les côtés et le dessous avant d’y déposer la
solution de «protein bÏocking> (Universal Blocking Solution,
Dakocytomaton). Laisser incuber pour 5 min. Cette solution contribue à
bloquer d’éventuels sites de liaison non spécifiques des anticorps primaires
dans les tissus;
4- Verser l’excédent de sérum des lames et y déposer l’anticorps primaire (NE
PAS rincer au PBS préalablement). Incubation de 1 heure (dans une boîte
couverte, les lames ne devant pas sécher);
5- Rincer au PBS avec du Tween 20 (5 mm);
6- Incubation avec lets) réactif(s) secondaire/tertiaire utilisé(s) suivant les
directives du fabricant (Trousse HRP Envision ou LSAB2; Dakocytomation)
variant de 30 à 40 mm;
7- Rincer au PBS avec du Tween 20 (5 mm);
8- Incubation des coupes avec le DAB (Sigma Chemicals Co.) pour une durée
variant de 3 à 7 min suivant les tissus, les antigènes et le chromogène
considérés;
9- Rincer à l’eau courante (10 mm).
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N.B. Le Tween 20 est un détergent (Dako Tween 20 Reagent, Dakocytomation;
utilisé selon les directives du fabricant); il favorise un étalement plus uniforme des
solutions sur les tissus.
Dilution de travail des anticorps primaires
Les anticorps primaires sont dilués dans un tampon commercial (Antibody
Diluting Buffer, Dakocytomation) et les solutions sont conservées à 4°C jusqu’à
leur utilisation.
Contre-coloration
Nous utilisons une contre-coloration standard à l’hérnatoxyline de Harris.
Montage des lames
Les lames sont rincées dans des bains successifs d’ETOH 100% (2) et de toluène
(2). Une goutte de colle soluble au xylène et une lamelle de verre sont déposées
manuellement sur le tissu, à moins d’utiliser un appareil de montage à film pré
encollé (Tissue-Tek, Sakura Finetek U.S.A. Inc.).
Contrôle négative
Pour chaque réaction d’IHC des contrôles négatifs sont réalisés en appliquant le
même protocole sans ajouter l’anticorps primaire.
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V. CARACTERISATION DE LA COHORTE FINALE!
CONSTRUCTION D’UNE MICROMATRICE
TISSULAIRE (MMT), IHC ET FISH
figure 1: Appareil l’appareil manuel MTA-1 de Beeeher
(Provenant du Laboratoire du Dr Gabouiy)
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V.1 Généralités sur la construction de la MMT à partir de
l’appareil manuel MTA-1 de Beecher
1. Description de l’appareil
L’instrument consiste en une plate-forme contenant un réceptacle permettant de
placer et de fixer le bloc de paraffine receveur, un pont pour fixer le bloc donneur,
un poinçon pour retirer des carottes de paraffine du bloc receveur, un deuxième
poinçon capable de retirer des carottes tissulaires à partir des blocs donneurs et de
les insérer relativement facilement dans les orifices confectionnés dans le bloc
receveur. Des vis micrométriques et des compteurs digitaux assurent le
déplacement précis du support de poinçons à l’horizontale et à la verticale (guides
X et Y).
2. Construction de la MMT
2.1 Préparation des blocs donneurs
Le repérage du site de carottage est essentiel; il est grandement responsable de la
qualité de la micromatrice. En effet, il faut non seulement s’assurer que le
prélèvement est effectué au sein de la tumeur (et non dans le tissu de soutien
avoisinant, le tissu adipeux, ou autre); mais de plus, dans certains cas, le site
d’intérêt concerne une zone tumorale spécifique. En cas d’hétérogénéité tumorale,
nous avons décidé de sélectionner les zones de plus haut grade. Pour ce faire il faut
réaliser des coupes histologiques colorées (HPS ou H&E) pour chaque bloc
tumoral donneur. A partir des lames HPS nous avons localisé (et si nécessaire
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repéré à l’aide d’un marqueur) les zones d’intérêt, et donc choisi, avec plus ou
moins de précision, les zones de carottage dans le bloc de paraffine. Les blocs
donneurs doivent avoir au moins linm d’épaisseur pour permettre la construction
de la MMT. Tout de même, d’après notre expérience, des blocs de 3 à 4 mm
d’épaisseur donnent des meilleurs résultats.
2.2 Préparation du bloc receveur (Bloc MMT)
Le bloc receveur consiste au début en un bloc de paraffine vierge: la paraffine
liquide chauffée (55°c a 58°C) est versée dans un moule puis couverte d’une
cassette. Une fois la paraffine solidifiée le moule peut être enlevé. Généralement
on utilise de moules de 5 à 10 mm d’épaisseur.
2.3 Conception du MMT
fi faut planifier à l’avance le plan du MMT, notamment:
- Nombre de spécimens représentés dans la matrice
- Nombre de carottes par spécimen
- Localisation des carottes/spécimens dans la matrice
- Diamètre des carottes, distance entre les carottes
-
Marges
Même s’il est possible d’introduire jusqu’à 1000 carottes dans un bloc de 40x25
mm, la construction des blocs comportant plus de 500 carottes nécessite une
minutie difficile à atteindre. De plus, d’après notre expérience, les blocs contenant
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une trop grande densité de carottes ont tendance à se briser au moment de leur
coupe au microtome.
C’est pourquoi nous avons privilégié dans notre étude des micromatrices
comportant une centaine de carottes tout au plus.
La perte tissulaire survenant lors de la coupe ou du transfert sur des lames
chargées représente un autre des inconvénients majeurs des MMT. D’après la
littérature, ces pertes atteignent régulièrement de l’ordre de 10 à 30% du total de
carottes. La longueur et la qualité des carottes permettent cependant de diminuer
les pertes tissulaires, par exemple, il est important d’éviter de grandes variations de
hauteur des carottes.
Des analyses immunohistochimiques ont déjà été menées pour déterminer le
nombre de carottes nécessaire pour bien représenter différents tissus. Un bon taux
de concordance est obtenu lorsque trois carottes sont incluses, y compris pour des
marqueurs de répartition hétérogène comme le Ki67. Pour certains marqueurs
comme le HER2 ou les récepteurs hormonaux, différentes études ont validé
l’utilisation de deux ou parfois même d’une seule carotte par spécimen [79, 80].
Pour notre étude, nous avons étudié chaque tumeur à l’aide de 3 carottes
tumorales provenant d’un ou deux blocs tumoraux. Selon notre hypothèse de
recherche, le phénotype basal d’une tumeur du sein pourrait n’être conféré que par
une minorité de cellules tumorales suffisamment agressives pour déterminer le
comportement de la tumeur et nécessiter une prise en charge particulière pour le
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patient. fi nous semblait donc indiqué d’échantillonner suffisamment chaque
tumeur pour augmenter la sensibilité de détection de ces sous-groupes cellulaires
potentiels.
L’appareil MTA- 1 permet de réaliser des carottes comportant plusieurs diamètres
allant de 0.6 à 2mm. Plus le diamètre de carottage est petit, plus le nombre total de
carottes qui peuvent être incluses dans le MMT est grand. D’autre part, plus le
diamètre de la carotte est grand, plus la zone de la tumeur représentée est
importante. La plupart des études qui ont validé l’usage des MMT dans le cancer
du sein ont utilisé des carottes de 0.6mm ou de lmm. Nous avons choisi un
diamètre d’un mm par carotte pour la confection des blocs.
L’orientation et l’ordre d’inclusion des cas sont particulièrement cruciaux,
l’utilisation de repères d’architecture ou de tissus de contrôle permettant un
repérage et une orientation plus facile du sens de lecture. II ne faut pas oublier de
possibles effets de rehaussement lors de l’inclusion des carottes, c’est-à-dire des
artéfacts de coloration qui peuvent survenir aux bords des tissus, ceux-ci retenant
davantage certains chromogènes. Nous avons donc pris en compte tous ces
éléments lors de la confection de nos MMT.
2.4 Fabrication de la MMT
Une fois que le plan de la MMT a été établi et que le bloc de paraffine receveur et
les blocs donneurs sont prêts, la construction de la MMT peut débuter.
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Le bloc de paraffine vierge receveur est donc placé et fixé dans son réceptacle. Le
premier forage dans la première position de la matrice est confectionné à l’aide du
premier poinçon (qui est un peu plus petit que le second). Le premier bloc donneur
est placé dans le pont pour prélever la première carotte avec le deuxième poinçon,
qui est alors placée dans la cavité réalisée dans le bloc de paraffine vierge. Pour la
confection du deuxième forage et l’insertion de la deuxième carotte, l’axe
contenant les poinçons est avancé de lmm dans le plan horizontal. (Pour changer
de rangée de carottes l’axe est avancé à la verticale). On répète cette opération
successivement avec chacun des blocs donneurs jusqu’à complétion de toutes les
rangées de carottes tumorales.
Une fois confectionné, il convient de placer le bloc MMT dans une chambre
chaude (37°) pendant 10 à 15 minutes avant de le couper au microtome. Ceci
permet de réchauffer la paraffine et de promouvoir l’adhérence des carottes
tissulaires au bloc.
V.2 Réalisation de notre MMT
1. Sélection des blocs donneurs
Après une analyse histologique de toutes les lames HPS correspondant à tous les
blocs tumoraux de chaque patiente, nous avons sélectionné un à deux blocs par
patiente pour la construction de la MMT. Les blocs que nous avons retenus
possèdent les critères suivants:
- Haute densité et surface tumorale.
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- Zone tumorale de plus haut grade et à caractère invasif dans les cas de
tumeurs hétérogènes.
- Bloc le plus épais.
2. Disposition de tumeurs dans le MMT:
Nous avons fabriqué trois micromatrices tissulaires (appelés MMT 2.1, MMT2.2
et MMT 2.3) pour échantillonner soixante-quatre cas des soixante-huit cas de la
deuxième cohorte (21 à 22 cas par MMT). Quatre cas ont été exclus de la cohorte
initiale par manque de blocs tumoraux adéquats pour la construction de la
micromatrice. Les cas 4, 10, 26 et 63 ne sont donc pas représentés. Pour
contourner les principales faiblesses du MMT (hétérogénéité des spécimens et
perte des carottes), nous avons décidé de prélever trois carottes de un mm de
diamètre par tumeur.
Nous avons également décidé de placer chaque carotte tumorale provenant d’un
même spécimen dans une “sub-micromatrice” (c’est à dire, un groupe de carottes
provenant de tumeurs différentes) complémentaire au sein d’un même bloc de
MMT. Chaque MMT est donc composé de 3 “sub-micromatrices” tumorales (A,
B, D) complémentaires, chaque “sub-micromatrice” comportant une carotte de
chaque tumeur représenté dans le bloc de MIVIT. La disposition des carottes dans
toutes les “sub-nilcromatrices” d’une même MMT est conservée. (Voir figure 2)
Chacune des trois blocs de MMI est représentatif de toute la cohorte, c’est-à-dire,
les différents types de tumeurs sont repartis uniformément (de par leur grade, leur
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statut hormonal et leur statut HER2) dans chaque bloc de MMT. Chacun des blocs
de MMT 2.1, 2.2, 2.3 comportent:
- 12-13 cas de carcinomes de grade III -I-I-
- 4 cas de carcinomes de grade III IJ+
-
2 à 3 cas de carcinomes de grade III +1+1-
- 1 à 2 cas de carcinomes de grade III +1÷1+ ou -1+1+
- 1 à 2 cas de carcinome de grade I ou II
Disposition des tissus de contrôle:
13 tissus contrôles (sein normaI (4), carcinome mammaire (2), prostate (1), utérus
(1), placenta (1), amygdale (1), intestin (1), peau (1), rein (1) ont été représentés
par une carotte par tissus dans une 4ém “sub-micromatrice (submicromatrice D)
dans chaque MMT.
Les carottes, et donc les ‘sub-micromatrices”, ont été placées au centre du bloc de
paraffine, les marges du bloc étant plus fragiles et susceptibles aux fissures.
Au total, nous avons donc confectionné 3 blocs de MMT, chacun comprenant
entre 63 et 66 carottes tumorales et 13 carottes de tissu de contrôle (76 a 79
carottes au total par MMT)
La disposition des sub-micromatrices au sein du MMT a été configurée pour
permettre, d’une part, un repérage facile des carottes, et d’autre part, pour éviter
l’effet de” zoning”: les carottes situées en périphérie de la matrice dans une ‘sub
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micromatrice” se trouvent donc au centre de la matrice dans une autre” sub
micromatrice”, et vice-versa.
Figure 2: Fabrication de la MMT
Légende: A. Section tumoraie colorée à 1’ HPS à 25x après prélèvement des carottes tumorales. B.
Photographie à 5.5x d’une section d’un bloc de MIvIT. C. Photographie à lOOx d’une carotte
tumorale de la MMT. D. Schéma du bloc de MMT, indiquant la subdivision en sub-micromairices
et la disposition des tissus de contrôle. Les flèches vertes indiquent la localisation des trois carottes
provenant d’une même tumeur au sein de la MMT.
3. Obtention des lames à partir du MMT
A partir du bloc de MIVIT, nous avons réalisé des coupes à 3i au microtome.
Environ une cinquantaine des lames ont été réalisées par MMI. En raison de
l’épaisseur variable des blocs tumoraux, toutes les carottes incluses dans le MMI
n’ont pas la même épaisseur. Les tumeurs les moins épaisses, avec des carottes les
plus courtes, ne sont pas représentées dans les premières et bu les dernières lames
de la MMI. Ce sont les lames provenant du milieu de chaque bloc de la MMT qui
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utilisées pour le marquage en ifiC. Par ailleurs, à cause des phénomènes
électrostatiques lors de la confection des coupes au microtome, certaines carottes
se sont décollées du bloc de paraffine avant d’être reposées dans la lame. Nous
avons tout de même obtenu suffisamment de lames avec un minimum de deux
carottes par patiente pour l’étude en NC. Environ, deux tiers des tumeurs ont été
représentés à la MMT par trois carottes, un tiers des tumeurs par deux carottes, et
dans un seul cas (patiente 37) par une seule carotte (1.5% des cas).
Parmi les lames réalisées pour le FISH HER2, les trois carottes du cas 29 sont
absentes dans la lame du MMT 2.3, l’information pour cette patiente quant à son
statut HER2 en FISH n’est donc pas disponible.
Pour chaque bloc de MMT, nous avons réalisé une lame colorée en HPS pour
confirmer l’identité tumorale des carottes. Excepté pour trois cas (cas 7, 22 et 4$),
le prélèvement pour l’ensemble des carcinomes s’est déroulé de façon optimale au
sein de la zone d’invasion tumorale.
En conclusion, de nos 6$ patientes initiales, 64 ont été incluses dans la MMT. Les
cas 4, 10, 26 et 63 ne sont pas représentés.
Comme les carottes des tumeurs 7 et 22 ont été prélevées dans du tissus adipo
stromal, nous n’avons pas d’information concluante ni en INC ni en FISH pour les
tumeurs de ces patientes. Pour la patiente 4$, nous n’avons qu’une carotte prélevée
en partie au sein de la tumeur (10% de la carotte étant du tissu tumoral). Ce
matériel nous a semblé insuffisant pour l’étude en INC, mais adéquat pour
l’évaluation du résultat en fISH.
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Pour les 61 patientes restantes, nous avons au moins deux carottes par patiente
prélevées au sein de la tumeur, conservées lors de la coupe au microtome (sauf
dans la lame utilisée pour le FISH HER2, ou les trois carottes de la patiente 29 ont
décollées), et pour lesquelles nous avons des résultats en ifiC et FISH.
V.3 Caractérisation tumorale par IHC sur MMT
1. Sélection des antigènes cibles
Nous avons sélectionné (voir tableau III):
1- Des marqueurs reconnus dans la littérature comme des marqueurs de
phénotype basal d’après des études par profil génétique validés en ifiC.
2- Des marqueurs validés dans notre laboratoire connne des marqueurs des
cellules myoépithélialesfbasales du sein normal (rfs Thèse du Dr
Jolicoeur).
3- Des marqueurs reconnus dans la littérature et dans notre laboratoire comme
des marqueurs de cellules lunilnales.
4- Même si nous avions à notre disposition les données en LHC réalisée au
CHUM pour les récepteurs à oestrogène et progestérone en IHC, nous
avons répété ces marquages nous mêmes.
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Tableau III. Description des Antigènes cibles (première partie)
Nom Description Type de marquage Tissu pour
contrôLe positif
ER (Récepteurs Récepteur stéroidien Nucléaire CL Sein normal
oestrogémques) nucléaire. CL
PR (Récepteurs Récepteur stéroidien Nucléaire CL Sein normal
progestérone) nucléaire. CL
EGFRJ l-1ER-1 Récepteur membranaire des Membranaire CD Peau




CK5RTU et CK5/6 Kératine de 58 KD (bas Membranaire, Prostate




Jugée typique des CL.
CK19 (Cytokératine Kératine de type I (acide) de Membranaire, Amygdale




Jugée typique des CL.
CK17 (Cytokératine Kératine de type I (acide) de Membranafre, Prostate




Jugée typique des CB.
Légende: CL (cellule Luminale), CB (cellule basale), CV (cellule progémfrice), FB (fibroblaste),
MFB (myoflbroblaste).
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Tableau III. Description des Antigènes cibles (deuxième partie)
Nom Description Type de marquage Tissu pour contrôle
positif
CK14 (Cytokératine Kératine de type I Membranaire, Peau







EMA ( Angi. Marqueur associé â la Membranafre CL Rein
Epiffielial membrane sécrétion, il marque
antigen) donc les cellules
luniinales sécrétrices.
$MA (actine du Composante Cytosolique CB, Intestin, Utérus
muscle lisse) cytosqueleaique FB,MFB
principale du réseau
actinien.
Légende: CL (cellule Luminale), CB (cellule basale), C? (cellule progénitrice). FB (fibroblaste),
MFB (myofibroblaste).
2. Immunohistochimie avec appareil automatisé sur MMT
Pour la coloration immunohistochimique automatisé nous avons utilisé l’appareil
automatique de Ventana Discovery XI (Tucson, Arizona). Nous avons ciblé les
marqueurs figurent au tableau W.
Pour chaque réaction duC des contrôles négatifs sont réalisés en appliquant le
même protocoiesan ajouter Panticorps primaire.
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Tableau IV: Marqueurs ciblés en IHC pour la cohorte “finale”.
Cibles Clone Type Fabriquant Dilution Détail
ER 1D5 So IgG Dakocytomation 1:10 P,CC1,noH,DAB
PR PgR636 So IgGi Dakocytomation 1:10 P,CC1,noH,DAB
EGFR 31G7 So IgGi Zymed 1:75 P,4P1,H,DAB
(HER-1)
CK5RTU XM26 So IgGi Novocastra pas de P,CC2,H,DAB
dilution
CK5/6 D5116B4 So IgGl Dakocytomation 1:40 P,CC1,H,DAB
CK19 RCK1O8 So IgGl Dakocytomation 1:50 P,4P1,H,DAB
CK17 E3 SoIgG2a Dakocytomation 1 :10 P,CC1,H,DAB
CK14 LLOO2 SoIgG3 Novocastra 1:10 P,CC2,H,DAB
EMA E29 SoIgG2a Dakocytomation 1:600 P,CC2,H,DAB
SMA 1A4 SoIgG2a Dakocytomation 1:400 P-NO-H, DAB
Légende du tableau IV: P (déparaffinage), NO (sans pré-Iraitement au tampon), CC1 (pré
traitement au tampon Ccl), CC2 (pré-traitement au tampon CC2), H (pré-traitement a la chaleur),
DAB (contre-coloration au DAB).
Des lames provenant de coupes sériées ont été utilisées pour le marquage en HIC.
Ceci nous a permit de comparer les marquages au sein de structures tumorales
superposables.












Nous avons superposé des marqueurs d’oi-igïne luminal et de marqueurs d’origine
basale dans l’ordre des marqueurs utilisés, ceci dans le but de comparer l’identité
des cellules exprimant les deux types de marqueurs.
Pour certains marquages, des lames supplémentaires issues d’autres niveaux de
coupe du MMT ont été aussi utilisées.
3. Évaluation des résultats
Pour rappel, toute tumeur ayant au moins 1% des cellules tumorales marquant
pour un des marqueurs basaux a été considérée positive pour ce marqueur. En
effet, le but de cette étude est d’identifier tous les carcinomes ayant une
composante cellulaire avec des caractéristiques basales, que cette composante
cellulaire soit majoritaire au sein de la tumeur ou non. Selon notre hypothèse de
recherche, des groupes minoritaires de cellules cancéreuses ayant des
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caractéristiques basales pourraient suffire pour déterminer le comportement global
de la tumeur, c’est à dire la résistance aux traitements, l’invasivité et le pouvoir de
métastase. (Voir introduction et discussion). Le système d’évaluation de résultats,
notamment vis à vis des nos études statistiques, est un système binaire (positif ou
négatif), distinguant les tumeurs avec ou sans composante basale.
Dans le même ordre d’idées, il nous a semblé pertinent d’identifier les tumeurs
n’exprimant pas les marqueurs des cellules luminales, ou composées en partie, de
groupes cellulaires silencieuses pour ces marqueurs, laissant présager une originel
différenciation vers un autre type cellulaire. Par ailleurs, la comparaison de deux
types de marquage (basal et luminal) au sein de mêmes zones tumorales, nous a
fourni des informations intéressantes quant à l’origine possible des cellules
cancéreuses possédant des caractéristiques basales.
Le système d’évaluation de résultats des marqueurs luminaux est un système
ternaire (0= aucune expression du marqueur luminal au sein de cellules
cancéreuses; 1= moins de 50% de la tumeur exprimant le marqueur; 2= plus de
50% de la tumeur exprimant le marqueur).
Le système d’évaluation est résumé au le tableau V.
6$
Tableau V: Évaluation des résultats
Antigene Résultats sur Résultats sur MMT
lame standard
ER Non applicable - = < à 10% de cellules positives
+ => à 10% de cellules positives
PR Non applicable - = < à 10% de cellules positives
+ = > à 10% de cellules positives
EGFR Non applicable Quantification automatique par le système d’analyse VIAS
(Ventana image Analysis System)
CK5RTU Non applicable 0= pas de marquage
1= >1% de cellules tumorales positives dans au moins une des
carottes
CK5/6 Non applicable 0= pas de marquage
1=> 1% de cellules tumorales positives dans au moins une des
carottes
CKI 9 Non applicable 0= pas de marquage
1= marquage < 50% de la tumeur ou faible intensité
2=marquage> 50% de la tumeur et forte intensité
CKI4 0= pas de 0= pas de marquage
marquage
CKI7 1=> 1% dc cellules tumorales positives dans au moins une des
1= >1% de carottes
cellules tumorales
positives
EMA Non applicable 0= pas de marquage
1= marquage < 50% de la tumeur ou faible intensité
2=marquage > 50% de la tumeur et forte intensité
aSMA 0= pas de 0= pas de marquage
marquage





V.4 Caractérisation tumorale par FISH sur MMT
1. Définition
Le FISH (“Fluorescent In Situ Hybridization”) est une technique moléculaire
d’hybridation permettant de détecter des séquences spécifiques d’ADN sur des
noyaux inter/meta-phasiques fixés à une lame de microscope. La sonde s’appariant
à l’ADN cible complémentaire est préalablement marquée par l’incorporation d’un
nucléotide rapporteur modifié chimiquement. Ce nucléotide est lié de façon
covalente à un fluorochrome.
Nous avons utilisé cette technique pour détecter, de façon très sensible, des
tumeurs contenant une amplification de l’oncogène HER2, et des tumeurs ayant
une amplification du gène de la topoisomérase 2A.
Généralités de la technique:
-
Obtention et conservation de la sonde: il existe plusieurs procédés pour
obtenir une sonde: microdissection manuelle de chromosomes et micro-clonage,
clonage d’ADN dans un vecteur, synthèse d’ADN in vitro. L’ADN obtenu est
marqué pour pouvoir être détecté. Le marquage peut se faire avec des nucléotides
modifiés à la biotine ou la digoxigénine, ils peuvent également être directement
marqués par un fluorochrome. Les sondes sont préservées dans une solution
d’hybridation (tampon d’hybridation) favorisant l’hybridation moléculaire
spécifique de la sonde avec la séquence ciblée.
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-
Dénaturation de la sonde à la chaleur.
- Pré hybridation: Incubation de la sonde sur la lame histologique dans son
tampon d’hybridation. Cette étape permet l’hybridation des séquences répétées
avec l’ADN de sperme de saumon; elle contribue à diminuer le bmit de fond.
- Les spécimens sont préparés pour l’hybridation, d’abord par une digestion
enzymatique des protéines, puis par une dénaturation de l’ADN à la chaleur. Après
l’hybridation, des lavages sont effectués pour éliminer les hybridations non
spécifiques et instables.
2. FISU HER2 sur lames MMT
Nous avons utilisé la trousse commerciale Path Vision (Vysis), utilisé pour le
diagnostic en clinique. (Approuvé par le FDA). Nous avons respecté le protocole
ayant cours au département de pathologie de l’Hôpital Hôtel Dieu en pratique
clinique, et l’avons adapté et optimisé pour nos lames de MMT.
Cette trousse permet la détection de l’amplification du gène HER2 par FISH dans
des spécimens de cancer du sein enrobés en paraffine.
La trousse comporte un mélange de 2 sondes d’ADN. La sonde LSI®, qui
reconnait la totalité du gène HER2, est couplée au fluorochrome SpectrumOrange.
La sonde CEP 17® reconnaît l’ADN centromérique alpha satellite du centromère
du chromosome 17 (17p11.l_qll.l) ; elle est couplée au fluorochrome vert
SpectrumGreen. La double hybridation des deux signaux permet de calculer un
ratio entre les copies du gène HER2 et le nombre de centromères, permettant ainsi
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de différencier les amplifications/délétions du gène HER2 des polysomies/
aneuploïdies du chromosome 17. Le gène HER2 est considéré amplifié lorsque le
ratio HER2/centromère 17 est supérieur à 2.
Protocole
Nous avons utilisé un incubateur de lames “microprobe” faisant appel au
phénomène de distribution des réactifs par capillarité.
L Déparaffinage
hcubation des lames pendant 15 minutes à 70°C (Incubateur Microprobe)
Immersion des lames 2x2 minutes dans du Xylène/hémode à 70°C.
Immersion des lames 2x2 minutes dans du Xylène/Ihémode à 20°C.
Immersion des lames dans de l’éthanol 100%, répéter 4 fois.
Immersion des lames dans de l’éthanol 95%, répéter 4 fois.
2. Pré-traitement
20 minutes à 80°C dans une solution de iN NaSCN
Lavage à l’eau (3X) et au tampon Wash Buffer (SSC)
3. Digestion enzymatique
Ajout de 50tl de protéinase K (lOmg/ml) dans 1 ml de tampon d’extraction (5m1
Tris 1M, pH7.5, 200ul de 0.5 EDTA, SOOul de Tween)
Digestion pendant 7minutes à 37°C.






5. Codénaturation et Hybridation (Dénaturation de la sonde par la chaleur)
- Application de 20 à 30 tl de la sonde pour couvrir au moins deux sub
micromatrices de la MMT, élévation de la température à 92°C dans un bloc
chauffant pendant 8 minutes.
Incubation dans une chambre humide à 37°C pendant 18h.
NB: Bien sûr, toutes les étapes qui précèdent le dévoilement du signal doivent être
effectuées à la pénombre, afin de ne pas affaiblir le signal fluorescent.
6. Lavages
Dans une solution de 1.5 SSCpH7-7.5 0.3% NP4O 4minutes à 68°C
Séchage des lames. Ensuite, les spécimens sont montés dans un milieu fluorescent
contenant du DAPI (environ lSjil), qui colore les noyaux cellulaires en bleu.
7. Lecture des lames
Après refroidissement à -21°C, la lecture se fait à l’aide d’un microscope à
fluorescence. NB: Le stockage des lames à 4°C permet une conservation de la
fluorescence pendant plusieurs semaines.
3. FISH TOPO2A sur les lames du MMT
La trousse TOP2A FISH pharm Dx, une trousse commerciale pour les spécimens
enrobés en paraffine, a été utilisée. Cette trousse comporte un mélange d’ADN de
cosmide (230kb) complémentaire au gène TOP2A couplé au fluorochrome Texas
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Red ainsi que de l’ADN ciblant le centromère du chromosome 17 et couplé à la
fluorescéine. L’hybridation spécifique des deux cibles résulte en deux signaux
indépendants et distincts : un signal vert pour le centromère et un signal rouge
pour la topoisomérase. Pour diminuer le bruit de fond, le mélange contient aussi
de l’ADN non spécifique. Le protocole accompagnant la trousse a été adapté à
notre usage pour les lames de MMT.
La technique comporte les étapes suivantes:
1. Déparaffinage et réhydratation des tissus à température ambiante.
Même protocole que pour le FI$H HER2.
2. Pré-traitement:
a. Jncubation des lames dans un contenant rempli de la solution de pré-traitement
(fournie avec la trousse) dans un bain chauffant à 95-99°C pendant 10 minutes.
b. Refroidissement des lames dans la solution de pré-traitement pendant 15
minutes à température ambiante.
c. Jncubation des lames dans un contenant rempli de la solution Wash Buffer
(fournie avec la trousse), 2 x 3 minutes.
3. Digestion enzymatique:
a. Application de 5-10 gouttes pour recouvrir la lame (environ 250jil) de pepsine
froide (2-8 minutes) (fournie avec la trousse).
b. Incubation pendant 5 à 15 minutes à température de la pièce. (Nous avons
essayé deux temps d’incubation pour nos expériences: 10 minutes et 17 minutes.)
c. Rinçage et incubation des lames 2x3 minutes dans du tampon de lavage.
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d. Déshydratation des lames (2 minutes dans de l’éthanol 70%, suivi de 2 minutes
dans de l’éthanol 85%, et de 2 minutes dans de l’éthanol 100%)
4. Dénaturation et Hybridation:
a. Application de la sonde. Environ de 20 à 30 tl sont nécessaires pour recouvrir
les lames du MMI en entier. Recouvrement par une lamelle fixée par le milieu de
montage «Coverslip sealant », fourni avec la trousse.
b. Dénaturation de l’ADN sur une plaque chauffante à 82 oc pendant 5 minutes.
b. Incubation avec les sondes dans une chambre humide à 45 °C pendant 14 à 20h.
5. Lavages
a. Décollement de la lamelle.
b. Rinçage des lames dans la solution Strigent Wash Buffer (fournie avec la
trousse) dans un bain- marie chauffé à 65°C.
c. Lavage des lames dans le tampon de lavage, 2x3 minutes.
d. Déshydratation.
6. Montage des lames
Application d’une colle DAPI (environ 20tl) et d’une lamelle.
7. Lecture des lames au microscope à fluorescence.
VI. ANALYSE STATISTIQUE
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le programme informatique SAS
9.0, en collaboration avec l’équipe des biostatisticiens du CHUM, sous la direction
du Dr Abrahamowicz.
Nous avons utilisé les tests Pearson chi-square et Fishers Exact test.
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RÉSU LTATS
I. COHORTE PRELIMINAIRE: RÉSULTATS
PRELIMINAIRES
1.1 Composition de la cohorte
La composition de cette cohorte figure au tableau VI.
1.2 Identification des cancers basaux
Les carcinomes basaux ont été recherchés par l’expression en NC de trois
marqueurs des cellules basales/myoépitheliales par les cellules cancéreuses.
Les résultats sont résumés au tableau VI.
Au total, nous avons identifié dix-sept carcinomes mammaires positifs pour au
moins un des marqueurs basaux parmi les 64 cas étudiés. Ceci représente 26% des
tumeurs de notre première cohorte. fi s’agit, pour tous les cas, de tumeurs de type
histologique canalaire.
Parmi les vingt-trois tumeurs de bas grade, nous avons trouvé deux cas avec un
immunophénotype basal. Ces deux cas affichent un marquage positif à la CK17
mais non à l’aSMA ni à la CK14. Aucun de deux cas n’exprime les récepteurs
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d’oestrogène, ni ne sur-exprime le gène HER-2. Un cas exprime les récepteurs de
progestérone, l’autre pas.
Parmi les 51 tumeurs de haut grade, quinze tumeurs ayant un immunophénotype
basal ont été identifiées. Onze tumeurs expriment la CK17, neuf Ï’aSMA, et trois
tumeurs la CK14. Deux de ces quinze tumeurs ont un statut de récepteurs
hormonaux et de HER-2 inconnu d’après les dossiers du CHUM. Parmi les autres
treize cas restants, douze (92%) ont un phénotype “triple négatif”, c’est à dire,
qu’ils n’expriment ni les récepteurs hormonaux à oestrogène, ni à la progestérone,
ni d’amplification du gène d’HER-2.
Parmi les 17 tumeurs de phénotype basal, une de ces tumeurs a montré une sur-
expression de l’oncogène HER-2 en IHC. D’autre part, des quinze tumeurs avec
sur-expression du gène HER-2, un seul cas a un phénotype basal en IHC, ce qui
représente 6% des tumeurs avec sur-expression de HER-2.
En resumé:
- 26% des tous les tumeurs de notre première cohorte ont un
immunophénotype basal.
- 100% des cas sont des carcinomes canalaires.
- 88% des carcinomes basaux sont de haut grade.
- 86% n’expriment ni les récepteurs à oestrogène,ni à la progestérone, et ne
sur-expriment pas le gène HER-2. Par ailleurs, 60% des tumeurs de haut
grade avec le phénotype “triple négatif”, ont un immunophénotype basal.
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- Aucune tumeur exprimant les récepteurs d’oestrogène n’a exprimé un des
nos marqueurs basaux.
- Nous avons identifié un cas de carcinome basal sur-exprimant l’oncogène
HER-2 (ce qui représente 7% des carcinomes basaux), et un cas exprimant
des récepteurs à la progestérone (7% des carcinomes basaux.)
A partir de ces résultats, nous avons constitué la deuxième cohorte (cohorte
“finale”), composée de carcinomes canalaires et médullaires uniquement,
majoritairement de haut grade, n’exprimant pas les récepteurs hormonaux ni de
sur-expression de HER-2. Nous avons par ailleurs aussi inclus des carcinomes
canalaires sur-exprimant l’oncogène HER 2, et quelques carcinomes exprimant les
récepteurs à la progestérone. Les carcinomes de bas grade et/ou exprimant des
récepteurs d’oestrogène constituent une minorité des cas étudiés.
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Tableau VI: Récapitulation des résultats de la cohorte prélimînaire
n Grade ERIPRIHER Histologie Tumeurs positives
Tumor -2 pour marqueurs
al basaux en IHC
(SBR)
3 Bas +1+1+ canalaire O
grade
2 Bas -I-I- Iobulaire(1) 1(CK17+)
grade canalaire(1) (canalaire)
11 Bas +1+1- tubulaire(2) O
grade canalaire(9)
1 Bas +1-I- canalaire O
grade
1 Bas -1+1- canalaire 1 fCK17)
grade
2 Bas -1-1+ canalaire O
grade
3 Bas inconnu canalaire O
grade
ToI 23 2fCK17+)
2 Haut +1+1+ canalaire O
grade
20 Haut -I-I- canalaire 12









3 Haut +1-L canalaire O
grade
8 Haut -1-1+ canalaire 1 fCK17+)
grade





Légende du tableau VI: Les tumeurs ont été classées selon leur grade, leur statut honnonal et le
statut du gène HER-2 déterminé par les cliniciens au CHUM. n: nombre de spécimens; Bas grade:
grades $BR I et 11/111, fiant grade: grades SBR 111/111; ERIPRJHER-2: résultats en IHC réalisée
par cliniciens au CHUM. -t négatif pour le marqueur, pas de surexpression de HER-2, +: positif
pour le marqueur, surcxpression de HER-2; tumeurs positives pour marqueurs basaux: le
nombre de spécimens est indiqué suivi, entre parenthèses, du Ides marqueurs positives.
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1.3 Données morphologiques et cliniques des cancers basaux de la
cohorte préliminaire
En excluant les cas pour les quels nous n’avons pas réussi à retracer suffisamment
d’information, et les cas des patientes ayant refusé la suite du traitement (après la
chirurgie), nous avons pu étudier l’évolution clinique de sept femmes parmi les
dix-sept cas de carcinomes mammaires de phénotype basal identifiés dans la
première cohorte.
L’évolution clinique a été différente d’un cas à l’autre. Les cas 24 et 35 ont évolue
de façon fulminante. Les patientes n’ont pas répondu au traitement par
radiothérapie et chimiothérapie, avec apparition des métastases pulmonaires et
osseuses, elles sont décédés dans l’année suivant le diagnostic. Ces tumeurs sont
illustrées aux figures 3 et 4.
Le reste des cas étudiés (cinq cas) ont répondu au traitement avec une évolution
favorable jusqu’à présent. Tout de même, les patientes ne sont qu’à leur deuxième
ou troisième année de suivi post diagnostic. (Voir par exemple cas 72 à la figure 4)
Les principales caractéristiques histologiques des tumeurs à phénotype basal dans
cette cohorte sont les suivantes importance de la réaction stromale, infiltrat
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Figure 3: Résultats en HIC, cas 35 1 cohorte.
Légende : A. Tumeur 35 de la cohorte 1, coloration HPS sur foyer 1, 200x. B. Tumeur 35 de la
cohorte 1, IHC avec l’anti—aSMA sur foyer 1, 200x. C. Tumeur 35 de la cohorte 1, IHC avec Fanti
CKI7 sur foyer 1, 200x. D. Tumeur 35 de la cohorte 1, coloration HPS sur foyer 2, 200x. E.
Tumeur 35 de la cohorte 1, IHC avec lTanti—aSMA sur foyer 2, 200x. F. Tumeur 35 de la cohorte 1,
IHC avec l’anti-CKI 7 sur foyer 2, 200x.
A- cas 35, HPS D- cas 35, HPS
B- cas 35, aSMA


























Figure 4: Cas 24 et 72 de la Vie cohorte.
Légende: A. Tumeur 24 de la cohorte 1, coloration HPS, 200x. B. Tumeur 24 de la cohorte 1, THC
avec l’anû—aSMA, 200x C. Tumeur 24 de la cohorte 1, IHC avec l’anti-CKI7, 200x. La patiente est
décédée de la maladie un an après le diagnostic.
D. Tumeur 72 de la cohorte 1, coloration HPS 200x. E. Tumeur 72 de la cohorte 1, IHC avec
l’anti—aSMA, 200x. F. Tumeur 35 de la cohorte 1, IHC avec l’anti-CK17. 200x. Bonne évolution de
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II. RÉSULTATS DE LA COHORTE FINALE
11.1 Analyse pathologique
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Tableau VII: Rapports pathologiques de la 2éme cohorte (première
partie)
Tableau VII: Rapports pathologiques de la 2éme cohorte (deuxième
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partie)
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Tableau VII: Rapports pathologiques de la rrne cohorte (cinquième
partie)
$7
Tableau VII: Rapports pathologiques de la 2éme cohorte (sixième
partie)
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Tableau VII: Rapports pathologiques de la 2éme cohorte (septième
partie)
Légende: Projet: le numéro correspond au numéro du cas. SBR: Grade de la tumeur d’après le
système SBR (I à 111/111.) Entre parenthèses : le 1r chiffre correspond au grade nucléaire (N), le
deuxième au grade mitotique (M), le troisième au grade histologique (H). ERJPR: statut des
récepteurs hormonaux d’après les rapports du CHUM. HER-2 statut de FIER-2 d’après les
rapports du CHUM. Description : La taille de la tumeur est indiquée en cm. Stade: d’après la
classigcation TNM. GLN : ganglions envahis par la tumeur sur le nombre total de ganglions
examinés en pathologie. Blocs : Les blocs indiqués correspondent aux blocs tumoraux choisis pour
la consiniction de la Mlvii.
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11.2 Résultats en IHC sur MMT
Nous avons retrouvé trente-deux tumeurs, parmi les 61 cas analysables,
composées, en partie ou en totalité, de cellules cancéreuses exprimant au moins un
marqueur basal en IHC.
52% de notre cohorte “finale” est donc composée de tumeurs exprimant de
caractères basaux par ifiC. De ces trente-deux tumeurs, 20 (62%) ont exprimé
conjointement au moins trois marqueurs basaux; deux cas ont exprimé tous les
marqueurs basaux (cas 30 et 5$).
Dix cas (31%) ont exprimé un seul marqueur basal, et trois cas (9%) ont exprimé
deux marqueurs basaux (CK5 et CK17, EGFR et CK5, EGFR et CK17).
La CKI4 a toujours été exprimée avec, au minimum, deux autres marqueurs
basaux. Tous les autres marqueurs basaux ont été soit exprimés de façon isolée
dans certaines tumeurs, soit conjointement aux autres marqueurs basaux.
90% des tumeurs avec un phénotype basal en INC sont des tumeurs qui
n’expriment pas les récepteurs hormonaux et ne présentent pas d’amplification du
gène FIER-2. Par ailleurs, 78% des tumeurs de haut grade avec un phénotype
“triple négatif’ sont des carcinomes avec des caractéristiques basales.
De nouveau, comme dans la cohorte préliminaire, nous avons retrouvé le
phénotype basal dans des tumeurs ayant une amplification de HER-2 (cas 44 et
50); et dans une tumeur exprimant uniquement les récepteurs à la progestérone
(cas 5$).
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Le marqueur le plus exprimé a été la CK5, qui est présent dans 41% des tumeurs
de la cohorte. La CK17 est exprimée dans 36% des tumeurs, la CK14 dans 26%
des tumeurs, l’EGFR dans 24%, et l’aSMA dans 16% des cas.
Nous avons éprouvé des difficultés à évaluer le marquage à la CK17, à cause d’un
bruit de fond marqué. Nous avons donc uniquement considéré comme positives,
les tumeurs ayant une intensité du marquage supérieure à celle des contrôles
négatifs.
Nos analyses statistiques (voir ci dessous) nous ont permis de confirmer une
corrélation d’expression statistiquement significative entre nos différents
marqueurs basaux (à l’exception de la CKI4 avec l’aSMA). La confection des
marquages au sein des lames superposées nous a permis de confirmer que les
différentes CK basales sont souvent exprimées dans les mêmes groupes de cellules
tumorales. Par contre, dans beaucoup de cas, l’expression conjointe de CK basales
et d’aSMA au sein d’une même tumeur concerne des groupes cellulaires tumoraux
distincts.
La majorité des tumeurs ont exprimé les marqueurs apicaux; mais, 24% et 33%
des tumeurs sont respectivement composées, en partie, ou en totalité, de cellules
tumorales silencieuses pour ces marqueurs.
Les deux tableaux suivants résument les données obtenues.
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Tableau VIII: Récapitulation des donnés en IHC et FISH (HER-2) pour
la cohorte finale
Marqueur % de tumeurs Type de marquage
ER (absence / présence des récepteurs) 83.82% / 16. 18% N
PR (absence / présence des récepteurs) 82.35% / 17.65% N
HER-2 (absence / présence d’amplification) 72.06% /27.94% N
PHEN. TRIPLE NEGATIVE 6 1.76% / 38.24%
(presence/absence)
B_EGFR (pas d’expression / expression) 76.27% / 23.73% P
B_CK5 (pas d’expression / expression) 59.02% / 40.98% P et C
BCK17 (pas d’expression / expression) 63.93% / 36.07% P et C
BCK14 (pas d’expression / expression) 73.77%/ 26.23% P etC
B_$MA (pas d’expression / expression) 83.61%! 16.39% P etC
L_CK19 O (pas d’expression) 11.86% P etC
1 (faible expression) 13.56% P etC
2 (forte expression) 74.58% P etC
L_EMA O (pas d’expression) 13.33% P etC
I (faible expression) 20.00% P etC
2 (forte expression) 66.67% P etC
AGE Moyenne: 56.01;
sd: 12.41
Légende: B_ : marqueur des cellules basales, L_: marqueur de cellules luminales. sd: dérivation
standard. Pour le système d’évaluation des résultats se référer au tableau V de matériels et
méthodes. N : Nucleaire. P: Perimembranaire. C: Cytosolique.
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- - 0 1 0 0 0 1 2 1
2 57 - -
- 1 1 1 1 0 4 2 1
3 59
- - - O O O O 0 0 0 2
4 44 - - -
5 72 - -
- 1 1 1 1 0 4 2 2
6 60 - -
- O O O 0 0 0 2 2
7 44 - -
- .
8 55 - -
- O O O 0 0 0 2 2
9 60 - - - 1 1 1 0 3
10 41
- - - . .
11 45 - -
- 1 1 1 1 0 4 1 0
12 75 - -
- 1 0 0 0 0 1 0 0
13 60 - -
- 1 1 1 0 1 4 2 0
14 48 -
-
- O O O 0 0 0 2 2
15 42 - -
- 1 1 1 0 1 4 2 2
16 54
-
- - 0 0 1 0 0 1 2 2
17 49 - -
- O O 1 0 0 1 0 2
18 45
-
- - 0 1 1 1 0 3 2 2
19 45
- -
- 1 0 0 0 0 1 2 2
20 43 - -
- 1 1 0 1 0 3 1 2
21 75 -
-
- 0 1 1 0 0 2 2 2
22 48 - -
-
23 70 - -
- 1 1 1 0 0 3 0 0
24 66 - -
- 0 1 0 0 0 1 2 I
25 75 - -





- - 0 1 1 1 1 4 1 1
28 61
- -




- O 0 0 0 1 1 2 1
30 56
-
- - 1 1 1 1 1 5 2 1
31 50
-
- - 0 1 1 1 0 3 2 2
32 75
- -
- 0 1 1 1 0 3 1 1
33 38 -
-
- 0 1 0 0 0 1 2 1
34 84 - -
- O O O O 0 0 1 2
35 44 -
-




- 0 1 1 1 0 3 1 0
37 50
- -
- 1 0 0 0 0 1 2 2
38 44
-




- 1 1 0 0 0 2 2 2
65 51 - -
- 0 0 0 0 0 0 2 2
66 57 -
-
- O O O 0 0 0 2 2
67 54 - -
- 1 1 1 0 1 4 2 1
Légende: Cas: les carcinomes basaux identifiés sont colorés en jaune. ER: statut des récepteurs
d’oestrogène par liC. - : pas d’expression, +: expression. PR: statut des récepteurs à progestérone
par IHC, - : pas d’expression, +: expression. (Voir système d’évaluation au tableau V). HER-2:
statut du gène HER-2 par FISH. -: pas d’amplification, +: amplification. Marqueurs basaux: statut
des marqueurs basaux (EGfRJHER-1, CK5, CKI4, CKI7, aSMA) en IHC. O = pas d’expression. 1
= expression. (Voir système d’évaluation au tableau V). La dernière colonne indique le nombre
total de marqueurs basaux exprimés. Marqueurs luminaux: statut des marqueurs luminaux (EMA
et CKI9) en IHC. O = pas d’expression du marqueur. 1 = faible expression du marqueur. 2 = forte
expression du marqueur. (Voir système d’évaluation au tableau V). = résultat non disponible.





Légende: Cas: les carcinomes basaux identifiés sont colorés en jaune. ER: statut des récepteurs
d’oestrogène par IHC, - : pas d’expression, +: expression. VR: statut des récepteurs à progestérone
par IHC,
- : pas d’expression, +: expression. (Voir système d’évaluation au tableau V). fiER-2:
statut du gène HER-2 par FISH. -: pas d’amplification, +: amplification. Marqueurs basaux: statut
des marqueurs basaux (EGfRJHER-1, CK5, CK14, CK17, aSMA) en IHC. O = pas d’expression. 1
= expression. (Voir système d’évaluation au tableau V). La dernière colonne indique le nombre
total de marqueurs basaux exprimés. Marqueurs luminaux: statut des marqueurs luminaux (EMA
et CK19) en IHC. O = pas d’expression du marqueur. 1 = faible expression du marqueur. 2 = forte




- + 0 0 0 0 0 0 2 2
40 47
-
- + O O O 0 0 O 2 2
41 45
-
. + O 0 0 0 0 0 2 2
42 61
-
- + O O O O O 0 2 2
44 78
-
- ÷ 0 1 1 0 3 0
46 85
-
- + O 0 0 O 0 2
46 68
-
- + O O O O O 0 2
47 48






- + 0 O 0 O O 0 2
50 50
-
- + 1 0 1 0 O 2 2
51 57 + +
- 0 O O 0 0 2
52 65 +
-
- 0 0 0 0 0
. O
53 51
- * • O Q O Q O Q Z 2
54 74 *
-
- O 0 O 0 O 0 2 1
55 55 + +
- O O 0 0 O 0 2 2
56 42 + + + O O O O 0 O 2 2
57 32 + *




- 1 1 1 1 1 5 2 2
59 72 + ÷ ÷ O O O 0 0 0 2 2
60 80 + + ÷ O O O 0 0 0 1 2
61 59 + + + 0 0 O 0 0 0 2 2
62 34
- + + o o o o 0 0 2 2
63 56 + + +
64 47 + +
- O O O 0 0 0 2 2
68 58
-
- ÷ O O O 0 0 0 2 2
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11.3 Analyse statistique
Association de l’expression des marqueurs basaux au phénotvpe “triple
négatif’
D’après les tests Pearson Chi-square, et fisher exact test, l’expression des
marqueurs: EGFR (p=O.0213), CK5 (p<O.000l), CKI7 (P =0.0020) et CK14
(p=O.O 105), est associé au phénotype triple négatif.
En ce qui concerne l’aSMA, une telle association n’est pas démontrée (Fisher exact
test)
Association de l’expression des marqueurs basaux aux marqueurs luminaux
Avec la CK19:
D’apres le Fisher exact test il n’y a pas d’association pour l’expression
d’aucun marqueur basal à la CK19.
(p=O.887O
pour le EGFR;
p0.3390 pour la CK5; p=0.2781 pour la CK17, p=0.l$27) pour la
CK14, et p=O.$42O pour la aSMA)
Avec l’EMA
EGFR et EMA: Il n’y a pas d’association significative d’après le test
Fisher.
CK5 et EMA: Le test Fisher nous indique qu’il y a une association. Le
tableau IX montre que, les cas n’exprimant pas ou faiblement l’EMA,
marquent en majorité pour la CK5. Par ailleurs, les cas n’exprimant pas
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la CK5, sont plus nombreux parmi les cas exprimant l’EMA.
L’association semble donc une association négative.
CK1 7 et EMA: Le test de Pearson indique une association. Comme
dans le cas de la CK5, on peut présager qu’il s’agit d’une association
négative. En effet parmi les cas exprimant l’EMA, la majorité ne
marque pas pour la CK17.
CK14 et EMA: Il n’y a pas d’association significative d’après le test de
Pearson.
aSMA et EMA: Le test de Pearson indique une association. En
comparant les fréquences d’expression des deux marqueurs, on peut
présager qu’il s’agit d’une association négative.
Association des marqueurs luminaux au phénotype triple né%atif
Nous n’avons pas trouvé d’association (positive ou négative) entre l’expression de
la CK19 et le phénotype triple négatif Par contre, pour I’EMA, l’expression est
négativement associée au phénotype triple négatif d’après le test de Fisher.
Corrélation d’expression entre les différents marqueurs basaux
EGFR et CK5: Aussi bien le test de Pearson (p 0.0005) que le test de fisher
(P=0.001 1) indiquent une association positive pour l’expression entre ces deux
marqueurs.
96
EGFR et CK17: Le test de fisher (p= 0.0097) indique une association positive
pour l’expression entre ces deux marqueurs.
EGFR et CK14 Le test de Fisher (p= 0.0137) indique une association positive
pour l’expression entre ces deux marqueurs.
EGER et aSMA: Le test de Fisher (p= 0.0079) indique une association positive
pour l’expression entre ces deux marqueurs.
CK5 et CK17: Tant le test de Pearson (p<O.OOOl), que le test de fisher
(p<O.0001)) indiquent une association positive pour l’expression entre ces deux
marqueurs.
CK5 et CK14: Tant le test de Pearson (p<O.OOOl), que le test de fisher
(p<O.000I)) indiquent une association positive pour l’expression entre ces deux
marqueurs.
CK5 et aSMA: Le test de fisher (p= 0.0112)) indique une association positive
pour l’expression entre ces deux marqueurs.
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CKI7 et CKI4: Tant le test de Pearson (p<O.000I), que le test de fisher
(p<O.0001)) indiquent une association positive pour l’expression entre ces deux
marqueurs.
CKI7 et aSMA: Le test de Fisher (p=O.O272) indique une association positive
pour l’expression entre ces deux marqueurs.
CK14 et aSMA: Il n’y a pas d’association pour l’expression entre ces deux
marqueurs d’après le test de fisher.
Association des marqueurs basaux à l’âge
Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre l’âge des patientes
présentant des tumeurs sans phénotype basal en IITC, et l’âge des patientes avec
des tumeurs exprimant ce phénotype. Ceci est valable pour tous les marqueurs
basaux.
11.4 Carcinome in situ et marqueurs basaux
Comme attendu, les CK basales ainsi que l’aSMA ont marqué positivement les
cellules bordant les lésions de CIS. L’EGFR n’a pas été retrouvé comme marqueur
basal des CIS.
Par ailleurs, et ceci est inattendu, certaines cellules tumorales à l’intérieur des
lésions in situ ont marqué positivement à la CK5, indépendamment du fait que la
portion invasive de la tumeur soit de phénotype basal ou non.
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11.5 Données morphologiques des tumeurs avec des
caractéristiques basales en IHC
Notre deuxième cohorte nous a permis de mieux cerner les principales
caractéristiques histologiques de ces tumeurs. Il s’agit des caractéristiques
suivantes: nécrose étendue, inflammation et desmoplasie.
Tout de même, ces caractéristiques ne semblent pas exclusives aux carcinomes à
phénotype basal. (Voir le tableau VII)
11.6 Illustrations
Les tumeurs à phénotype basal identifiés dans la deuxième cohorte sont illustrées
dans les figures suivantes (figure 5 à figure 32). Chaque figure est constituée de
plusieurs photographies provenant d’une même tumeur.
Pour éviter d’alourdir le document, un code à six éléments a été assigné pour
chaque photographie.
Le système de codification est le suivant:
1. Identification de la photographie par une lettre de A à W.
2. Identification de la MMI contenant la tumeur: 2.1, 2.2, 2.3 (cf
chapitre Matériels et Méthodes).
3. Identification de la carotte tumorale au sein de la MIVIT. Ceci est fait
par une lettre (A, B ou D) et un chiffre (1 à 68). La lettre identifie la sub
micromatrice contenant la carotte, le chiffre correspond au cas tumoral ou
est prélevée la carotte (cf chapitre Matériels et Méthodes).
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4. Identification de ta partie de la carotte photographiée : (dans les cas où
deux illustrations par carotte sont représentées) h — moitié supérieure de la
carotte; b moitié inférieure de la carotte.
5. Identification de la coloration! marquage en ifiC de l’illustration.
Nous avons photographié pour chacune des tumeurs basales illustrées,
chacun des dix marquages réalisés en MC (ER, PR, EGFRJHER-l, CK5,
CK5/6, CKI4, CK17, CK19, EMA, aSMA), ainsi que la coloration HPS.
6. Agrandissement de la photographie. La plupart des photographies ont
été prises à lOOx,cet agrandissement permet la visualisation quasi complète
de la carotte. Dans certains cas, les photographies ont été prises à 200x
pour mieux illustrer certains marquages.
Exemple: B.2.1 A2hER100x. (Figure 5)
Il s’agit de la photographie B de l’illustration 5 (cas 2). La photographie a été prise
au sein de la MMI 2.1. Il s’agit de la carotte provenant du carcinome n° 2 et
placée dans la sub-micromatrice A. Le marquage illustré correspond au marquage
en HIC avec l’antigène ER La photographie a été prise à lOOx.
Figure 5: Cas 1 (première partie)
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Figure 5: Cas 1 (deuxième partie)
101
M2.1 A1hCK191DOxtif N21 A1hCK17100xtif 0.2.1 AlhCKl4lOOxtif
P2 1 A1bCK19JOOx.tif Q.2.1 A1bCK17100x.tif
4V
R.2.1 A1bCK14100x.tif
S.2.1 AJhEMA100x.tif T.21 A1hSMA100x.tif
U.2.1 A1hEMA100x.tif V2.1 A1bSMA100xtif

















. •.3;s —. -
I t w
L ‘s
—r f • I
• s
• I’ .•. . •
e 9
102
A.2.1 A2hHPS100x.tif 8.2.1 A2hER100x.tif C.2.1 A2hPR100x.tif
D.2. 1 A2bHPS1 OOx.tif E.2. 1 A2bER1 OOx.tif R2. 1 A2bPR1 OOx.tif
H.2.1 A2hCK5-61 DOx.tif 1.2.1 A2hCK5RTU100x.tif
J.2.1 A2bEGFR100X.tif K.2.1 A2bGK5-6100x.tif L.2. 1 A2bCK5RTU 1 OQx.tif
2% ‘

















P21 A2bCK191 ODx.tif 02.1 A2bCK1 7100xtif R.2.1 A2bCK14100xtif
U.2.1 A2bEMA100x.tif V2.1 A2bSMA100X.tif
—J
4/ t






Figure 7: Cas 5 (première partie)
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Figure $ Cas 11 (première partie)
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Figure 8: Cas 11 (deuxième partie)
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Figure 10: Cas 13 (première partie)
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Figure 10: Cas 13 (deuxième partie)
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Figure 12 : Cas 16 (première partie)
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Figure 12 Cas 16 (deuxième partie)
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Figure 14: Cas 19
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Figure 15: Cas 20 (première partie)
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Figure 15: Cas 20 (deuxième partie)
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Figure 16: Cas 21 (deuxième partie)
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Figure 17: Cas 23 (deuxième partie)
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Figure 22 : Cas 29 (première partie)
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Figure 23: Cas 30 (première partie)
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Q Figure 24: Cas 32 (deuxième partie)
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Figure 25: Cas 33 (première partie)
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Figure 26: Cas 27 (deuxième partie)
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Figure 27: Cas 38 (deuxième partie)
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Figure 29: Cas 44 (deuxième partie)
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Figure 30: Cas 50 (deuxième partie)
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Figure 32 Cas 67 (première partie)
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Figure 32 Cas 67 (deuxième partie)
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III. CARACTERISATION DES TUMEURS PAR FISH
111.1 Récapitulation des résultats pour le FISH TOPO2A et HER-2
Voir le tableau X.
Tableau X: Récapitulation des résultats pour le FISH TOPO2A et HER2 (première partie)










_ 72- onA onA
60
- onA onA
7 44- onA onA
55 - onA onA


















45 - onA NonA
43 - onA NonA





4 66- onA NonA




8 61- onA X_________
43- NonA
56- onA NonA
50 - NonA NonA
32 75
- NonA NonA
33 38 - NonA NonA
34 84 - NonA NonA
35 44 - NonA NonA
Légende: RER2fflC: Statut du récepteur FIER-2 en IIIC d’après les rapports pathologiques duCHUM: +: expression du récepteur, -: pas d’expression. HER2RSII: Résultats en FISH pour legène FIER2. HER2TOPO2AFISH: Résultats en FISH pour le gène de la topoisomérase2A. NonA: Pas d’amplification du gène. A: Amplification du gène X: Résultat non disponible.
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Tableau X: Récapitulation des résultats pour le FISH TOPO2A et HER
2 (deuxième partie)
Patient Àg. HER2IHC HER2FH tOPO2AFISH
36 52? NonA NonA
37 50? NanA NonA
44? NanA NonA
3 55+ A NonA
4 47+ A NanA
4 45+ A NonA
4 61+ A A_________
4 73 ÷ NonA NonA
4 78+ A A__________
4 85+ A A__________
4 68+ A A__________
47 48+ A NonA
4 62+ A NonA
4 62+ A A








56 - NonA onA
56 42- A A__________
57 32
- NonA NonA








65 51 - NonA NonA
66 57 - NanA NanA
67 54 - NonA NonA
68 58+ A NonA
Légende: HER2ffiC: Staliit du récepteur FIER-2 en HIC d’après les rapports pathologiques du
CHUM: +: expression du récepteur, -: pas d’expression. ?: résultat non disponible. HER2FISH:
Résultats en FISH pour le gène NER2. HER2TOPO2AFISH: Résultats en FISH pour le gène dela topoisomérase2A. Non A: pas d’amplification. A: Amplification du gène. X: Résultat non
disponible. Pour le cas 52, le signal d’hybridation du gène de la topo2A s’est avéré trop faible pour
ftre surs du résultat.
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111.2 HER-2
Evaluation de la technique FISH sur le TMA
La procédure décrite dans la section “matériels et méthodes nous a permis
d’obtenir des résultats concluants pour nos trois TMA. La sonde a été appliquée
sur deux des trois sub-micromatrices par TMA, deux carottes tumorales par
tumeur ont été donc hybridées et analysées. La lecture a été réalisée par deux
observateurs indépendants: Dr F. Jolicoeur et moi même.
Nous avons obtenu des résultats pour tous les cas de la micromatrice à l’exception
du cas 29 Par ailleurs, les carottes des cas 7 et 22 ont été prélevées dans le tissus
adipo-stromal entourant la tumeur, l’hybridation concerne donc des cellules
stromales et non tumorales. En ce qui concerne le cas 4$, malgré une
prépondérance de tissu stromal, 10% d’une des trois carottes était composée de
tissu tumoral. Les cellules tumorales ont été facilement repérées en microscopie à
fluorescence (grâce a la superposition aux lames HPS d’une part, à la forme des
noyaux tumoraux d’autre part, et à la présence nette d’une amplification de
l’oncogène), ce matériel nous a donc semblé suffisant pour considérer le résultat
concluant. En conclusion, notre TMA nous a permis d’obtenir un résultat de FISH
pour 61 des 64 patientes sélectionnées, c’est a dire, un taux supérieur à 95% de la
cohorte.
Parmi ces 61 patientes, nous avons obtenu deux carottes tumorales analysables
pour 51 d’entre elles. Nous avons obtenu des résultats de FI$H concordants pour
les deux carottes dans 50 paires de carottes. Pour la patiente 62, le ratio HER
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2lcentromère 17 de la carotte de la sub-micromatrice B est de 1.5; ce qui est
considéré non amplifié. En revanche dans la sub-micromatrice A, le ratio est
supérieur a 2, et donc amplifié. Pour cette raison, nous avons considéré le cas
comme amplifié.
On a donc 98% de concordance entre les deux carottes d’une même tumeur.
La figure 33 illustre un cas (cas 61) de carcinome mammaire avec amplification de
HER2 par FISH.
Corrélation entre ICH et FISU
Des dix-sept cas préalablement positifs en INC au CHUM pour HER-2, seize cas
se sont avérés amplifiés par FISH. Le cas 43, positif en INC pour HER-2, n’a pas
présenté d’amplification du gène HER-2 en FISH (voir tableau X). Des quarante
cas préalablement négatifs en INC pour HER-2, deux cas se sont avérés positifs
par FISH (cas 53 et 56). (Voir tableau X.)
On peut donc dire que dans nôtre cohorte, 94% des tumeurs avec surexpression de
l’oncogène en INC ont présenté une amplification en FISH; alors que 6% des
tumeurs avec expression de l’oncogène en INC se sont avérés non amplifiés par
fISH.
Par ailleurs, 95% des tumeurs sans sur expression de l’oncogène en INC n’ont pas
eu d’amplification par FISH; par contre, 5% des cas considérés non sur exprimés
en INC, se sont avérés amplifiés.
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Les carcinomes basaux et fiER-2
Parmi les vingt-neuf tumeurs de phénotype basal en IHC, deux de ces tumeurs ont
présenté une surexpression en liC et une amplification par FISH de l’oncogène
HER-2 (cas 44 et 50). 7% des tumeurs avec phénotype basal ont donc une sur
expression et amplification de l’oncogène HER-2 dans notre cohorte.
Par ailleurs, des dix-sept cas avec surexpression, et des dix-huit cas avec
amplification de l’oncogène, deux de ces cas ont montré un phénotype basal en
liC. En conclusion 5% des tumeurs avec surexpression et ou amplification de
HER-2 ont un phénotype basal dans notre cohorte.
Le cas 44 est illustré à la figure 34.
111.3 TOPO2A
Résultats de FISH TOPO2A sur le TMA
L’intensité du signal d’hybridation obtenu a été plus faible que celle obtenue pour
le gène HER-2. Par ailleurs, la variation de l’intensité entre les différentes carottes
a aussi été plus marquée qu’avec le FISH HER-2. Pour optimiser nos résultats,
nous avons varié les temps de digestion avec la pepsine (dix et dix-sept minutes),
mais aucune différence significative n’a été notée. Un temps plus élevé de
digestion ne nous a pas permis d’obtenir une augmentation du signal d’hybridation.
Nous avons appliqué 30 j.tl de sonde par lame de MMT avec le but de couvrir
l’ensemble de la MMT.
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Le meilleur signal d’hybridation a été obtenu dans la ‘sub-micromatrice” A pour
la MMT 2.1, et dans les” sub-micromatrices “B pour les MMT 2.2 et 2.3. Nous
nous sommes basés sur ces «sub-micromatrices » pour évaluer nos résultats. Dans
les cas où les carottes étaient non disponibles ou non concluantes nous avons
utilisé les autres “sub-micromatrices”.
Nous avons obtenu des résultats pour tous les carcinomes du TMA à l’exception de
deux cas:
- cas 28 où deux carottes se sont décollées de la lame, et l’hybridation
de la dernière carotte a été insatisfaisante.
- Cas 52 où malgré la présence de deux carottes par cas, le signal
d’hybridation a été trop faible pour l’évaluer.
Parmi les 61 cas analysés, sept cas ont montré une amplification, il s’agit des cas:
42, 44, 45, 46,49, 56 et 61.Ceci représente 11% de la cohorte. (Voir le tableau X.)
Les cas 44 et 61 sont illustrés aux figures 33 et 34.
Correlation HER-2 et topo2A
Tous les cas d’amplification de Topo2A ont été retrouvés chez des carcinomes
présentant aussi une amplification du gène HER-2. Nous n’avons donc pas
identifié de cas d’amplification de topo2A sans amplification du gène HER-2
concomitante.
Par ailleurs, 44% des tumeurs avec amplification du gène HER-2 ont aussi une
amplification du gène topo2A dans notre cohorte.
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Topo2A et carcinomes basaux
Parmi nos 32 cas de carcinomes avec un phénotype basal, un seul cas, le cas
44, a présenté une amplification de la topoisomérase. En conclusion: 97% des
tumeurs de phénotype basaux ne s’accompagnent pas d’amplification du gène
de la topoisomérase 2A dans notre cohorte.
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111.4 Illustrations
Figure 33. Carcinome négatif pour le phénotype basal, présentant une
amplification du gène HER-2 et du gène de la topoisomérase 2A (cas 61).
Légende: A: Coloration de la tumeur en I{PS, lOOx. B: Marquage positif en IHC avec le marqueur
apical anti-EMA. 100X. C: Marquage négatif en IHC avec le marqueur basal anti-CK1 4, 100X. D:
Marquage négatif en LHC avec le marqueur basal anti-aSMA, 100X. E: HER-2 amplifié en FISH.
(FITC (signal vert pour le centromère), Texas Red (signal rouge pour le gène HER2), DAPI
(noyaux en bleu.)). 1600X. F: Topoisomérase 2A amplifiée en FISH. (FITC (signal vert pour le
centrornère), Texas Red (signal rouge pour le gène Topo2A), DAPI (noyaux en bleu.)). 1600X.
A- HPS B- EMA
C-CK14 D-aSMA
E- HER-2 F- Topoisomérase 2A
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Légende: A: HER-2 amplifié en FISH. (FiTC (signal vert pour le centromère), Texas Red (signal
rouge pour le gène HER2). DAPI (noyaux en bleu.)). 1600X. B: Topoisomérase 2A amplifiée en
FISH. (FITC (signal vert pour le ceniromère), Texas Red (signal rouge pour le gène Topo2A),
DAPI (noyaux en bleu.)).3000X. Les résultats en INC sont illustrés à la figure 29.
Figure 35: Carcinome basal ne présentent pas d’amplification du gène HER-2
ni du gène de la topoisomérase 2A (cas 13).
Légende: A: HER-2 amplifié en FISH. (FITC (signal vert pour le cenfromère). Texas Red (signal
rouge pour le gène HER2). DAPI (noyaux en bleu.)). 1600X. B: Topoisomérase 2A amplifiée en
FISH. (FITC (signal vert pour le centromère). Texas Red (signal rouge pour le gène Topo2A),
DAPI (noyaux en bleu.)). 1600X. Les résultats en flIC sont illustrés à la figure 10
Figure 34. Carcinome basal présentant une amplification du gène HER-2 et




Nous avons recherché et caractérisé des carcinomes mammaires présentant des
caractéristiques basales en IHC. Ces carcinomes proviennent de deux cohortes de
patientes récemment opérées pour un carcinome mammaire au CHUM.
La première cohorte nous a servi à choisir les types tumoraux à étudier, et à
optimiser l’étude des tumeurs de phénotype basal dans une deuxième cohorte.
La première cohorte a été constituée en sélectionnant arbitrairement soixante-
quatre patientes opérées au CHUM pour lesquelles nous avions accès aux blocs
tumoraux et aux dossiers cliniques avec les comptes-rendus pathologiques.
Nous avons procédé à des marquages en liC sur des coupes tissulaires réalisées à
partir des prélèvements tumoraux enrobés en paraffine. A l’aide de trois marqueurs
des cellules basales/myoépithéliales (CK14, CKÏ7, aSMA) nous avons identifié
dix-sept carcinomes positifs pour au moins l’un de ces marqueurs; quatorze
d’entre eux co-expriment au moins deux de ces marqueurs.
Comme prévu par ta littérature, la plupart des tumeurs marquant à la CKÏ4, à la
CK17 et à l’aSMA sont des tumeurs de haut grade, qui n’expriment pas les
récepteurs d’estrogène et de progestérone, et qui ne sur-expriment pas l’oncogène
HER-2. il s’agit dans tous les cas de carcinomes canalaires.
Nous avons tout de même identifié, parmi les carcinomes possédant un
immunophénotype basal, un carcinome exprimant des récepteurs de progestérone,
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et un autre présentant une surexpression du gène HER-2. Par ailleurs, deux
carcinomes étaient de bas grade.
Le marquage s’est avéré très hétérogène d’une tumeur à l’autre: certaines tumeurs
affichaient un marquage très focal pour les marqueurs basaux, d’autres tumeurs
étaient marquées de façon diffuse. La combinaison des marqueurs basaux localisés
en liC variait aussi d’une tumeur à l’autre. Par ailleurs, dans certains cas, nous
avons aussi retrouvé une hétérogénéité intra-tumorale quant à la distribution et à
l’intensité du marquage en IHC pour les divers marqueurs utilisés; par exemple, au
sein d’une même tumeur, certaines populations cancéreuses expriment une CK
basale mais non l’aSMA, alors que d’autres populations cancéreuses à proximité
ont exprimé l’aSMA sans expression concomitante de cette même CK basale.
Cette hétérogénéité du marquage est illustrée à la figure 3.
Les principales caractéristiques histologiques retrouvées dans ces tumeurs sont les
suivantes : importance de la réaction stromale, infiltrat inflammatoire, et nécrose
étendue.
L’évolution clinique variait aussi d’un cas à l’autre. Plusieurs cas ont conservé
jusqu’ici une évolution favorable, mais il faut rappeler que le suivi clinique
n’excède pas trois ans.
Par ailleurs, certains cas ont présenté une évolution fulminante, ces tumeurs n’ont
pas répondu aux traitements, entraînant le décès des patientes dans l’année suivant
le diagnostic.
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A partir de ces résultats, nous avons constitué une seconde cohorte, comprenant
cette fois 6$ cas. Celle-ci comprenait uniquement de carcinomes canalaires et
médullaires, majoritairement de haut grade, n’exprimant pas les récepteurs
hormonaux et n’affichant pas de sur-expression du gène HER-2.
Nous avons aussi inclus comme contrôles des carcinomes canalaires sur-exprimant
l’oncogène HER-2, et quelques carcinomes exprimant les récepteurs de
progestérone.
A partir des blocs tumoraux nous avons donc construit des micromatrices
tissulaires contenant trois carottes tumorales pour chacun des 6$ cas.
A partir des coupes confectionnées de la micromatrice, nous avons réalisé de I’JJ4C
et du fISH. Nous avons utilisé cinq marqueurs des cellules basales (CK5, CK14,
CK17, HER1, aSMA) et deux marqueurs des cellules lurninales (EMA et CKY9)
pour caractériser les tumeurs en MC. Le statut des récepteurs ER et PR a été re
vérifié en MC. Deux sondes ont été utilisées en FISH: une sonde pour le gène
HER-2 et une pour le gène de la topoisomérase 2A. Nous avons comparé les
résultats obtenus en IHC (réalisés à l’Hôtel-Dieu) et en FISH pour HER-2. En tout,
32 tumeurs de phénotype basal ont été identifiées par MC. Plus de la moitié des
cas exprimaient au moins trois des marqueurs basaux. Comme dans la première
cohorte, la plupart des cas (90%) n’expriment pas les récepteurs hormonaux et
n’affichent pas de sur-expression et/ou d’amplification du gène HER-2. Tout de
même, nous avons, à nouveau, retrouvé quelques tumeurs exprimant des
récepteurs de progestérone et des tumeurs avec amplification de HER-2 positives
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pour les marqueurs basaux. Nous avons identifié une seule tumeur basale
présentant une amplification de la topoisomérase, toutes les autres étant négatives.
De nouveau, les marquages en INC ont été hétérogènes entre les différents
spécimens et variaient d’une région à l’autre d’une même tumeur. Dans beaucoup
des cas, le marquage conjoint de CK basales et d’aSMA au sein d’une même
tumeur, concernait des groupes cellulaires tumoraux distincts. La majorité des
tumeurs exprimaient également les marqueurs apicaux EMA et CK19; cela dit,
24% et 33% des tumeurs sont respectivement en partie, ou en totalité, composées
de cellules tumorales silencieuses pour ces marqueurs.
Contrairement à certaines études [57, 64, 65], nous n’avons pas retrouvé de
différence significative entre l’âge des patientes présentant ou non une tumeur de
phénotype basal.
Notre deuxième cohorte nous a permis de mieux cerner les principales





Les carcinomes mammaires qui possèdent des caractéristiques basales sont restés
très longtemps méconnus, voir ignorés dans la pratique clinique. Depuis quelques
années, les données apportées par les nouvelles technologies comme les puces à
ADN ont suscité un vif intérêt pour ce type de cancers du sein.
L’équipe de Perou et collaborateurs [33] a été la première à identifier, parmi les
carcinomes du sein, un groupe de cancers caractérisés par l’expression des gènes
exprimés normalement par les cellules myoépithéliales/ basales du sein: les
carcinomes de phénotype basal. Cette variété de cancers du sein comptait pour
15% des carcinomes de leur échantillon.
La nouvelle classification du cancer du sein par profil d’expression génétique
reconnaît deux types principaux de carcinomes: les carcinomes exprimant des
récepteurs hormonaux, et ceux ne les exprimant pas [33, 68-70, 81].
Les tumeurs exprimant les récepteurs se ressemblent dans leur profil d’expression
génétique par la forte expression de gènes exprimées par les cellules lurninales du
sein, ils expriment aussi beaucoup de gènes déjà identifiés auparavant comme
étant associés aux oestrogènes (GATA 3, X-box binding protein 1 etc.).
Le groupe de tumeurs où l’expression des récepteurs hormonaux fait défaut, est
subdivisé en trois autres entités selon leur parenté d’expression: les tumeurs sur-
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exprimant des gènes préférentiellement utilisés par les cellules basales, celles qui
sur-expriment l’oncogène HER-2 et les gènes associés à HER-2, et, enfin, celles
où le profil d’expression se rapproche du sein normal.
L’intérêt des carcinomes de phénotype basal est devenu majeur quand cette même
équipe et d’autres chercheurs [68, 69] ont trouvé, toujours par des études de profil
génétique par des puces à ADN, que ce type de cancers avait le plus mauvais
pronostic parmi les autres classes de carcinomes identifiées. Ce nouveau concept
n’est pas passé inaperçu par les experts: jusqu’ici, les cellules
basales/myoépithéliales étaient considérées comme inoffensives, non sujettes à la
transformation maligne ou tout bonnement absentes parmi les populations
tumorales. L’innovation des puces à ADN aurait-elle permis de les identifier
comme l’acteur principal des cancers les plus agressifs du sein?
En fait, l’implication des cellules basales/myoépithéliales, ou du moins l’existence
de carcinomes mammaires agressifs assortis de caractéristiques des cellules
basales, avait déjà été suggérée, voir démontrée, par des nombreuses études en
microscopie électronique et en fflC.[44,57,58,83,84,86]. Malheureusement ces
études ont eu très peu de retentissement et ne se sont pas traduites par des actions
concrètes.
Actuellement, l’identification des cancers à phénotype basal se fait essentiellement
au moyen des puces à ADN.
La validation des études par profil génétique est encore à une étape préliminaire:
d’autres d’études sont nécessaires avant de pouvoir standardiser tant la méthode
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que l’interprétation des données. Par ailleurs, les gènes constituant la matrice de la
puce à ADN, ainsi que les gènes utilisés comme référence pour identifier les
carcinomes basaux varient d’une étude à l’autre. fl n’y à donc pas de définition
rigoureuse et universelle du profil d’expression génique des carcinomes de
phénotype basal.
Par ailleurs, même si certaines des études ont validé certaines données du profil
d’expression génique par de l’IHC [57, 67, 82], à ce jour, il n’y a toujours pas de
critères parfaitement sensibles ou spécifiques, ni en histologie ni en IHC, pour
identifier, avec assurance, les carcinomes de phénotype basal reconnus par les
puces à ADN. Par conséquence, est-ce que le cancer de phénotype basal sort du
domaine du pathologiste?
Deux tendances opposées sont en train de se développer dans la pratique courante.
La première, “conservatrice” et sceptique face aux nouvelles tendances, qui nie
l’importance du carcinome basal. L’autre, trop “avant-gardiste”, prête à identifier
comme carcinome basal tout carcinome de haut grade qui n’exprime pas les
récepteurs hormonaux et qui ne surexprime pas le gène HER-2.
Peut-on “transposer” des données d’une méthodologie à l’autre? Etant donné que,
selon la classification du cancer du sein par profil génétique, les carcinomes
basaux constituent un groupe de carcinomes caractérisés par un défaut
d’expression de gènes associés aux récepteurs hormonaux et à l’oncogène HER-2,
peut-on appeler “carcinome basal” tout carcinome négatif pour ces récepteurs
hormonaux en J}IC et pour HER-2, en liC ou FISH? Peut-on, comme certains
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auteurs le prétendent, considérer comme carcinome basal tout carcinome marquant
en IFIC pour la CK5? [64, 65] ou pour la CK14 [$3]? Quelle combinaison de
marqueurs pourrait-elle mieux définir une éventuelle entité clinique? Quelle est la
place et le rôle du pathologiste face à ces nouvelles données? Sommes-nous prêts à
incorporer la recherche des carcinomes basaux dans la pratique clinique courante?
Est-il opportun de le faire?
Nous somme d’avis que l’NC et la pathologie courante restent des outils essentiels
pour la prise en charge du cancer du sein, et que leur potentiel n’a pas été exploité
pleinement en ce qui a trait à la compréhension et à la caractérisation des
carcinomes du sein de phénotype basal/myoépithelial. Nos résultats permettent, de
vérifier que les carcinomes du sein avec des caractéristiques
basales/myoépitheliales sont très fréquents en IHC, et que, par conséquent, la
reconnaissance de cette entité est susceptible d’améliorer la prise en charge de
certains cas de cancer du sein. Cependant, nos résultats soulèvent aussi un grand
nombre de questions non résolues jusqu’à maintenant, et dont les réponses nous
apparaissent indispensables pour mieux saisir la nature exacte de cette entité.
II. CARACTERISATION DU PHENOTYPE BASAL EN
IHC ET FISH
Nos résultats indiquent que 26% et 52% des tumeurs de notre première et
deuxième cohorte offrent des caractéristiques basales en liC. Nous expliquons
cette différence de fréquence par la composition unique des deux cohortes. En ne
tenant compte que des carcinomes canalaires de haut grade, qui ne présentent ni
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récepteurs hormonaux ni amplification de l’oncogène HER-2, nous avons retrouvé
des caractéristiques basales dans 60% et 52% des carcinomes étudiées.
Selon les études par profil génétique, les carcinomes à phénotype basal constituent
environ 15 à 20% des carcinomes canalaires (tous grades, statuts hormonal et
d’HER-2 confondus). 62% des carcinomes canalaires de haut grade expriment des
cytokératines basales en IHC d’après les données de Malzahn et collègues [59], et
47% des carcinomes n’exprimant pas de récepteurs hormonaux expriment des
marqueurs de cellules myoépïthéliales en fliC [$4].
Nos données originales sont les seules disponibles actuellement quant à cette entité
dans la population du CHUM. Or, on peut déjà conclure que les carcinomes
mammaires avec des caractéristiques basales sont des tumeurs fréquentes, et donc,
constituent une question non négligeable en pathologie.
Comme le suggèrent les données de la littérature, la plupart des carcinomes qui
possèdent des caractéristiques basales sont des carcinomes de haut grade, qui
n’expriment ni les récepteurs hormonaux (oestrogène et progestérone) ni ne sur
expriment HER-2. C’est pourquoi on emploie le terme «triple négatif» en jargon
pathologique. 92% et 90% de nos tumeurs basales sont de phénotype triple négatif,
et l’expression des marqueurs basaux utilisés, à l’exception de laSMA, est associée
à ce phénotype triple négatif d’après nos analyses statistiques.
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On pourrait donc en théorie se servir de ce profil d’expression, (les tumeurs de
haut grade n’exprimant pas les récepteurs hormonaux ni l’oncogène HER-2) pour
rechercher les carcinomes de phénotype basal en pratique clinique.
fl faut cependant tenir compte du fait suivant: environ la moitié des tumeurs dites
«triple négatifs» ne présentent pas des caractéristiques basales en hIC. En outre,
quelques tumeurs dépourvues de ce profil «triple négatif» peuvent néanmoins
comporter des caractéristiques basales.
Nous avons aussi identifié des tumeurs présentant une sur-expression et une
amplification de HER-2, et des tumeurs exprimant les récepteurs à progestérone,
positifs pour les marqueurs basaux. En conclusion, d’après nos résultats, l’absence
de récepteurs des oestrogènes est la seule caractéristique à 100% spécifique des
carcinomes basaux, cette caractéristique n’a par contre qu’une faible sensibilité.
Est-ce que les tumeurs avec amplification de HER-2 et/ou des récepteurs de
progestérone, positives pour les marqueurs basaux, sont des entités apparentées
aux tumeurs ayant un phénotype triple négatif, positives pour ces mêmes
marqueurs basaux?
Le profil d’expression génique ne peut pas être toujours entièrement corrélé au
profil d’expression par IHC. De plus, le niveau d’activation d’un gène ne prédit pas
toujours son expression à l’échelle protéique.
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Ceci explique sans doute pourquoi des classes tumorales bien distinctes selon les
classifications par profil d’expression génétique se chevauchent dans les études par
expression en ifiC.
La relation entre le statut HER-2 et les marqueurs basaux n’est donc pas aussi nette
que le laissaient sous-entendre les études par puces à ADN. 6% et 7% de nos
tumeurs basales montrent une sur-expressionlampliflcation l’oncogène HER-2; or
6% et 5% des tumeurs avec surexpressionlamplification de HER-2 ont un
phénotype basal dans nos deux cohortes.
Nos résultats sont appuyées par certaines données de la littérature: 25% des
tumeurs basales identifiées par Kusinska et col. présentent une surexpression de
HER-2 [62]; Laakso et col. n’ont pas trouvé de corrélation entre les marqueurs
basaux et le statut HER-2 [85]; Tanner et col. suggèrent que la positivité de la
CK5 dans les tumeurs avec amplification de HER-2 pourrait indiquer une
résistance au traitement par Herceptin [26]. En conclusion, la relation entre les
marqueurs basaux et la surexpression du gène HER-2 mérite d’être clarifiée, tout
comme la signification de la positivité des marqueurs basaux dans les tumeurs
avec amplification de HER-2.
III. CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES DES
CARCINOMES BASAUX
Dans un même ordre d’idées, nos données relatives au profil histopathologique des
tumeurs ayant des caractéristiques basales reflètent la difficulté de distinguer
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morphologiquement des classes tumorales pourtant clairement distinctes selon le
profil génique. Nous avons observé que les carcinomes mammaires positifs pour
les marqueurs basaux en il-IC se caractérisent morphologiquement par des
infiltrats inflammatoires denses, des foyers de nécrose tumorale, et par une
réaction stromale desmoplastique bien développée. Livasy et col. ont aussi noté
l’association du carcinome basal à des infiltrats lymphocytaires et des foyers de
nécrose [$2]. Les données de Tsuda et col vont dans le même sens, associant les
carcinomes canalaires pourvus de grandes zones acellulaires centrales aux
carcinomes à différentiation myoépithéliale [$6, $7]. Tout de même, d’après nos
propres résultats et ceux de la littérature, ces caractéristiques morphologiques
semblent être associées aux tumeurs qui n’expriment pas les récepteurs hormonaux
[88], et notamment aussi aux tumeurs qui sur-expriment l’oncogène HER-2 [$2].
Des études complémentaires comportant un plus grand nombre de tumeurs sont
nécessaires pour mieux déterminer la spécificité et la sensibilité des différents
critères morphologiques, et pour déterminer, si, au sein des tumeurs qui
n’expriment pas les récepteurs hormonaux, certaines classes histologiques sont
aptes à distinguer entre eux les carcinomes basaux, les carcinomes sur-exprimant
l’oncogène HER-2, et les carcinomes négatifs pour tous ces marqueurs. Pour le
moment, il nous semble que le seul aspect histologique de la tumeur, ne permette
pas de poser avec certitude le diagnostic de carcinome basal, ce qui expliquerait
entre autres, pourquoi ce type de carcinome est à peu près passé inaperçu jusqu’à
tout récemment.
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IV. SPECTRE LESIONNEL DES CARCINOMES
BASAUX
D’après nos analyses statistiques, il existe une association positive entre
l’expression coordonnée de tous les marqueurs basaux, sauf pour l’expression de la
CK14 et de l’aSMA.
D’après nos résultats, le marqueur le plus sensible pour identifier les carcinomes
basaux est la CK5; elle est exprimée dans 41% de toutes nos tumeurs et dans $1 %
de toutes les tumeurs basales (deuxième cohorte). Des sept tumeurs avec
phénotype basal qui ne marquent pas pour la CK5, trois ont marqué pour l’EGFR,
deux pour la CK17, une pour l’EGfR et la CK17, et une pour l’aSMA. En
conclusion, la CK14 est le seul marqueur qui n’a pas permis d’identifier de
carcinomes avec phénotype basal autres que ceux déjà confirmés par le marquage
pour la CK5.
Par ailleurs, le marquage en ifiC sur des coupes sériées nous a permis de
confirmer qu’au sein d’une même tumeur, ce sont les mêmes populations
cellulaires qui expriment généralement les divers marqueurs basaux, sauf pour
certains cas, où l’expression de l’aSMA s’est vue au sein de régions tumorales
distinctes des régions exprimant les CK basales et HER1.
Dans la pratique clinique courante, à cause des impératifs budgétaires, il n’est pas
toujours possible de vérifier l’expression de plusieurs antigènes pour chaque
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tumeur. Dans ce cas, on pourrait suggérer de n’utiliser que la CK5, qui identifie la
majorité des tumeurs avec des caractéristiques basales.
Mais, peut-on vraiment apprécier tout le spectre lésionnel à l’aide d’un seul
anticorps?
Comme le supposait notre hypothèse de travail, les tumeurs ayant des
caractéristiques basales/myoépithéliales représentent un groupe hétérogène de
tumeurs. Le spectre lésionnel de ces entités pathologiques est beaucoup plus vaste
que celui reflété par la littérature.
Bien que nous ayons identifié des tumeurs marquant de façon diffuse pour tous les
marqueurs basaux (ex. 30), nous avons aussi identifié plusieurs tumeurs qui ne
marquent que pour l’un ou deux des marqueurs, et ceci de façon très focale (ex cas
33, qui marque uniquement et de façon focale pour la CK5 sans marquage pour les
autres marqueurs basaux; ou le cas 29, qui ne marque que pour l’aSMA). Par
ailleurs la combinaison de marqueurs basaux exprimés varie d’une tumeur à l’autre,
et qui plus est, la co-expression des marqueurs luminaux et des marqueurs basaux
varie aussi d’une lésion à l’autre. Par exemple, le cas 15 co-exprime les marqueurs
basaux et deux des marqueurs luminaux dans la même région; alors que le cas 11,
positif pour quatre marqueurs basaux, n’exprime pas les marqueurs luminaux.
Plusieurs questions découlent de nos résultats. Notre principale considération est
de déterminer si l’hétérogénéité des résultats en IHC est le reflet d’un large spectre
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lésionnel traduisant différentes origines tumorales, et une pertinence clinique
inégale.
En ce qui concerne le marquage, parfois focal, parfois global, des marqueurs
basaux, il faudrait déterminer si l’agressivité des tumeurs de phénotype basal,
identifiées par les études par puces à ADN, peut être conférée par seulement
quelques cellules identifiables par NC. Faudrait-il considérer sur le même plan
des lésions tumorales entièrement composées de cellules positives pour les
marqueurs basaux, et des lésions n’ayant qu’une composante basale minoritaire?
Le cancer du sein est l’un des carcinomes le plus hétérogènes que l’on connaisse.
Même si à l’origine le cancer est souvent monoclonal, avec le temps les lésions se
diversifient en sous-clones distincts. L’agressivité du cancer ne reflète pas
forcement le comportement biologique de la composante majoritaire de la tumeur.
fl suffit qu’un sous-clone soit doté de pouvoirs de résistance à la chimiothérapie
pour que le traitement échoue. En effet, cette population tumorale minoritaire
survivra au traitement de chimiothérapie et, après quelques divisions mitotiques, la
tumeur aura repris sa taille originale. Il en est de même pour l’invasion et la
métastase: même si la majorité des cellules tumorales ne possèdent pas des
capacités métastatiques, il suffit de quelques cellules capables de migrer et
proliférer dans un autre organe pour former un foyer tumoral secondaire.
Est-ce que dans ce cas, une tumeur n’ayant qu’un petit foyer de cellules tumorales
exprimant un seul marqueur basal peut être aussi, sinon plus agressive, qu’une
tumeur globalement positive pour tous les marqueurs basaux? Quelle est le seuil
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inférieur nécessaire, en termes de nombre de cellules cancéreuses de phénotype
basal, pour considérer qu’une tumeur correspond à un “carcinome basal”? Les
études par IHC semblent plus adéquates que les études par profil génétique pour
aborder ces questions. fl n’y a actuellement aucune étude publiée ayant corrélé le
système d’évaluation du marquage des marqueurs basaux en IHC aux endpoints
pronostiques.
V. ORIGINE DES CARCINOMES BASAUX
Compte tenu de la combinatoire complexe des marqueurs basaux qui varie d’une
tumeur à l’autre, plusieurs réflexions s’imposent tant au plan fondamental que au
plan clinique. Au plan fondamental, nos résultats soulèvent plusieurs possibilités
quant à l’origine histo- génétique de ces tumeurs. En analysant uniquement les
tumeurs ayant un phénotype purement basal, on pourrait supposer qu’il s’agit des
tumeurs composées exclusivement de cellules myoépithéliales. D’après les
données de la littérature et selon nos propres observations sur les tissus
mammaires normaux de contrôle, les marqueurs basaux que nous avons utilisés
ont tous marqué les cellules myoépithéliales du sein normal [28, 29, 89]. Par
ailleurs, ces marqueurs se retrouvent aussi dans les rares cas de carcinomes
myoépithéliaux [43, 45, 47, 48, 58].
Les quelques données de la littérature concernant les carcinomes myoépithéliaux
confirment à première vue le lien entre ces entités. Les carcinomes myoépithéliaux
tout comme les carcinomes basaux n’expriment pas les récepteurs hormonaux, leur
prognostic est sombre, et ils semblent être résistants aux agents thérapeutiques
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actuels [46, 50, 51, 90, 91]. Par ailleurs, des données obtenues par hybridation
comparative génomique suggèrent que le profil d’anomalies cytogénétiques des
carcinomes canalaires avec phénotype basal correspond au profil d’anomalies
cytogénétiques retrouvé dans les carcinomes myoépithéliaux conventionnels [92].
Une étude ayant analysé par microscopie électronique des carcinomes canalaires
exprimant la CK14 et l’aSMA a confirmé la différentiation myoépithéliale des
cellules cancéreuses [$61. Actuellement, il n’y a pas de données quant aux
caractéristiques ultrastructurales des carcinomes basaux identifiés par les puces à
ADN.
Même s’il semble évident d’impliquer comme principale protagoniste la cellule
myoépithéliale, nos propres données et les résultats de le littérature récente nous
forcent à considérer d’autres types cellulaires potentiels dans la genèse des
carcinomes mammaires de phénotype basal.
Pour commencer, beaucoup de nos tumeurs basales co-expriment les marqueurs
luminaux EMA et CKÏ9. Les données de la littérature quant à l’expression
conjointe de marqueurs luminaux et basaux restent contradictoires. Pour certains
auteurs le type d’expression des CK serait exclusivement soit de type luminal, soit
de type basal selon la tumeur [93]; pour d’autres équipes, l’expression d’un seul
type de CK serait peu fréquente, la majorité des tumeurs expriment les deux
classes de CK [57, 59]. Mais ce qui semble assuré c’est que les CK luminales et
l’EMA n’ont jamais été retrouvés dans les cellules myoépithéliales/ basales[29].
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Par ailleurs, une question additionnelle se rajoute: apparemment, bien que le profil
d’expression des CK basales (CK 5, 14 et 17) soit caractéristique des cellules
basales/myoépithéliales, il semble qu’il ne soit pas exclusif à ce type de cellules.
En effet quelques publications démontrent l’expression de ces marqueurs dans les
de cellules luminales des gros canaux mammaires et des portions terminales des
canaux galactophores [59, 93, 94]. Le phénotype basal pourrait donc être relié non
aux cellules de la couche basale, mais à une sous-population de cellules luminales
exprimant les cytokératines basales. Ceci pourrait expliquer nos résultats à l’effet
que l’expression de l’aSMA (jamais identifié comme marqueur luminal) ne soit
pas corrélée à l’expression de certains de nos autres marqueurs basaux (comme la
CK14); ceci pourrait expliquer pourquoi, dans certaines tumeurs, l’expression de
l’aSMA ne concerne pas les mêmes cellules qui expriment les cytokératines
basales; enfin ceci pourrait aussi expliquer pourquoi l’aSMA est si peu souvent
exprimée dans les tumeurs basales. On pourrait envisager par ailleurs un certain
degré de métaplasie ou d’expression aberrante de marqueurs myoépithéliaux par
ces cellules, pour expliquer l’expression concomitante d’autres marqueurs
myoépithéliaux dans ces carcinomes comme l’aSMA, par exemple.
Des données récentes suggèrent l’existence, dans le sein humain, de cellules
souches ou progénitrices des cellules épithéliales (donc des cellules progénitrices
communes aux cellules luminales et myoépithéliales). Ces cellules seraient
localisées dans la couche basale, parmi les cellules myoépithéliales [$4, 94-97].
Leur profil d’expression protéique et génique n’est toujours pas documenté, et
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actuellement, il est difficile de savoir si certains des marqueurs attribués aux
cellules myoépithéliales sont aussi, sinon davantage, exprimés dans les cellules
progénitrices. Du reste, certains auteurs prétendent que certains des marqueurs
basaux, comme la CK5, la CK14, et la p63 sont des marqueurs spécifiques des
cellules souches/progénitrices du sein [64, 66, 85, 97]. Dans ce contexte, les
cellules progénitrices pourraient être à origine des carcinomes basaux.
En conclusion, il est essentiel de mieux caractériser les populations des cellules
mammaires pour arriver à un consensus quant aux profils d’expression protéique et
génique de ces cellules; ce n’est qu’à ce moment que l’on pourra esperer
comprendre l’origine des carcinomes mammaires.
Par ailleurs, il faut garder à l’esprit que les carcinomes de phénotype basal
pourraient aussi constituer un vaste groupe de carcinomes ayant une origine
distincte comme par exemple:
1- Des carcinomes provenant de cellules myoépithéliales (ex cas 11), où
les marqueurs basaux sont exprimés, sans expression concomitante
des marqueurs des cellules luminales.
2- Des carcinomes provenant des cellules luminales (exprimant ou non
à leur état physiologique les CK basales) adoptant le profil des
cellules myoépithéliales lors de la transformation néoplasique, et leur
conférant un avantage au plan de la survie et de l’agressivité. Dans ce
181
cas, les marqueurs des cellules luminales sont aussi exprimés. (Ex
cas 15).
3- Des carcinomes provenant de cellules progénitrices, ou de cellules à
différentiation intermédiaire. C’est à dire, pouvant exprimer à la fois,
les marqueurs des cellules basales et des cellules luminales à l’état
physiologique, et se différenciant, tant à l’état physiologique que lors
du processus de cancérisation, en cellules myoépithéliales et
luminales. Ceci pourrait expliquer l’existence de tumeurs (comme
dans le cas 1), où l’on retrouve dans une même tumeur des
populations avec un marquage purement luminal, et d’autres avec un
marquage purement myoépithélial.
VI. SIGNIFICATION CLINIQUE DES MARQUEURS
BASAUX
Du côté clinique, l’essentiel est de connaître la signification au plan pronostique et
thérapeutique des marqueurs basaux. Est-ce que l’expression des CK basales est un
facteur de mauvais prognostic, un indicateur de résistance/sensibilité
thérapeutique, en soi, indépendamment du type cellulaire qui les exprime? Ce
profil est-il un facteur de mauvais prognostic, de résistance/sensibilité
thérapeutique dans le cas où il reflète un type cellulaire spécifique, comme par
exemple, les cellules myoépithéliales ou progénitrices? La valeur pronostique des
différents marqueurs n’a pas été clairement établie dans la littérature: bien que
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l’équipe de Van den Rijn corrèle l’expression des CK5 et 17 à un mauvais
prognostic dans les tumeurs sans atteinte ganglionnaire [63], les données de
Potemski et col. suggèrent que le mauvais prognostic associé aux tumeurs de
phénotype basal n’est pas associé à l’expression des CK basales, mais plutôt à
l’absence de récepteurs hormonaux et à l’expression d’autres marqueurs comme la
cycline E [98].
Il est donc nécessaire d’évaluer la valeur pronostique de chaque marqueur basal
dans chaque type de carcinome basal. Le même raisonnement s’applique pour les
marqueurs ayant un intérêt thérapeutique. Par exemple, il est essentiel de savoir si
tous les carcinomes exprimant les CX basales, ou l’EGFR, indépendamment du
type cellulaire qui exprime ces protéines, représentent un groupe de carcinomes
ayant une même sensibilité à un type de chimiothérapie spécifique et une même
réponse aux médicaments inhibiteurs d’EGFR (actuellement en phase d’étude).
Parallèlement on peut se demander si la sensibilité est dépendante de l’origine
cellulaire exprimant le marqueur, plutôt que du marqueur en lui même.
Les implications thérapeutiques de reconnaître le rôle des cellules souches dans le
processus de carcinogenèse sont majeures. Le principe de la chimiothérapie
actuelle est fondé sur l’action des agents sur les cellules qui prolifèrent
rapidement. il n’y a actuellement aucune stratégie thérapeutique dirigée contre les
cellules quiescentes ou faiblement prolifératives (comme les cellules souches et
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progénitrices) mais capables d’initier une population tumorale, et d’envahir des
tissus.
VILLA TOPOISOMERASE 2A DANS LE CARCINOME
DE PHENOTYPE BASAL
L’identification de nouvelles classes tumorales offre un grand intérêt si elle permet
aussi d’ouvrir de nouvelles possibilités thérapeutiques spécifiques surtout pour les
nouvelles classes.
C’est dans cette perspective qu’il nous a semblé pertinent d’étudier le statut de la
topoisomérase dans les tumeurs basales.
Actuellement il n’y a pas de critères validés permettant de prédire la réponse à la
chimiothérapie pour une tumeur donnée. D’après les données de la littérature
récente, la topoisomérase semble un marqueur potentiel pour prédire la réponse
aux anthracyclines. fl semble que les tumeurs présentant une amplification du gène
de la topoisomérase 2A sont plus susceptibles à répondre à ce type de
chimiothérapie [19-21]. Les anthracyclines sont parmi les agents les plus utilisés
pour la chimiothérapie adjuvante et néoadjuvante du cancer du sein. Par ailleurs, il
semble que les carcinomes basaux identifiés par les puces à ADN, soient plus
sensibles à la chimiothérapie néoadjuvante à base d’anthracyclines que les
carcinomes qui expriment les récepteurs hormonaux. [70]. Ces données sont
encore préliminaires et nécessitent des études supplémentaires. A ce jour, le
spectre de sensibilité des carcinomes basaux aux divers agents
chimiothérapeutiques est inconnu. Bien que les données dans la littérature
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indiquent que l’amplification du gène de la topoisomérase est presque toujours
accompagné d’une amplification du gène HER-2 [19], certaines études indiquent,
que, dans certains cas, (de 2 à 10% des cas), l’amplification de la topoisomérase ne
suit pas toujours à une amplification de HER-2 [20]. Par ailleurs, le gène de la
topoisomérase 2A est un des gènes identifiés dans le profil d’expression des
carcinomes mammaires de phénotype basal par l’équipe de Sotiriou et col.[69].
Actuellement il n’y a pas de données publiées concernant le statut de la
topoisomérase 2A par FISH ou par JHC dans les carcinomes basaux.
Selon nos résultats les carcinomes basaux ne sont pas associés à une amplification
de la topoisomérase2A, nous n’avons donc aucune raison de croire à une
sensibilité particulière des tumeurs de type basal aux anthracyclines.
VIII. LES MMI ET L’ETUDE DES CARCINOMES
MAMMAIRES
Pour terminer, je voudrais discuter de la technique des micromatrices tissulaires
(“MMT”) pour l’étude des carcinomes mammaires.
Les micromatrices tissulaires ouvrent des nouvelles perspectives en pathologie.
Leur principal potentiel est de permettre l’étude à haut débit de plusieurs
spécimens simultanément. Comme les mêmes conditions de traitement sont
appliquées à tous les spécimens, les résultats demeurent comparables d’une tumeur
à l’autre.
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Les micromatrices sont notamment utiles pour la validation des études par profil
génétique, et pour l’étude et la caractérisation des nouvelles classes tumorales. fi
s’agit d’un procédé économique et efficace.
Le cancer, et particulièrement le cancer du sein, est une maladie très hétérogène.
Nos résultats indiquent que le carcinome du sein de type basal l’est tout autant.
Dans notre étude, nous avons dû nous assurer que dans quelques carottes
millimétriques, cette hétérogénéité était bien reflétée. A notre avis, le dessin
expérimental de notre micromatrice nous semble pertinent: trois carottes de lmm
de diamètre ont été incluses par micromatrice. En considérant que jusqu’à un tiers
de carottes peuvent se décoller du bloc lors de la confection des lames, et que
certaines tumeurs marquent de façon très focale pour certains marqueurs,
l’inclusion de trois carottes par cas nous a semblée nécessaire.
La recherche des carcinomes basaux s’est faite dans la première cohorte par le
marquage conventionnel en ifiC de la lame tumorale au complet, et dans la
deuxième cohorte, par le marquage des micromatrices. Si nous comparons
l’incidence de carcinomes basaux parmi les tumeurs de haut grade ayant un
phénotype triple négatif des deux cohortes, les résultats sont comparables.
Evidement, pour évaluer rigoureusement le dessin expérimental de la
micromatrice, nous devrions réaliser, en parallèle, des marquages conventionnels
sur l’intégralité des lames tumorales incluses dans la micromatrice et vérifier si des
nouveaux cas de carcinomes basai sont identifiés.
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La sub-division de micromatrices et sub-micromatrices avec des tissus de contrôle
nous a grandement facilité le repérage des cas.
Nos micromatrices tissulaires nous ont permis en outre d’analyser les niveaux
d’amplification génique par FISH du gène HER2 et du gène de la topoisomérase
2A.
fl existe plusieurs méthodes pour détecter le statut de HER2 dans les cellules
tumorales: détection du nombre de copies du gène par Southern Blot et FISH,
mesures quantitatives du taux de transcription ou de traduction par Northern Blot
et Western Blot, détection semi quantitative de la protéine par immunohistochimie
[12, 99].
Il n’y a toujours pas de consensus quant à la meilleure méthode pour déterminer le
statut HER-2 d’un patient. L’inElrnunohistochimie est la méthode de choix dans
beaucoup d’hôpitaux. Certaines publications soutiennent son rôle dans les cas
occasionnels ou la surexpression est indépendante de l’amplification génique. Ces
cas ne sont pas détectés par FISH.
C’est pourquoi 6% de nos tumeurs ayant une sur-expression en INC n’ont pas
montré d’amplification par FISH.
Par contre, beaucoup de publications récentes indiquent que la détection de
l’amplification par FTSH permet de mieux prédire la réponse au Trastuzumab. De
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plus, certaines amplifications géniques ne s’accompagnent pas de sur-expression
par INC. Dans notre cohorte, 5% des cas amplifiés n’ont pas été détectés par INC.
Dans ce cas, même si la détection par FISH est plus coûteuse que la détection par
l’immunohistochimie, elle pourrait être plus rentable pour la prise en charge
globale du patient.
L’utilisation des micromatrices tissulaires en pratique clinique permettrait de
réduire davantage le coût du FISH en réduisant les besoins en réactifs coûteux.
A ce jour, l’utilisation de la technique FISH pour la caractérisation du gène de la
topoisomérase 2A sur des micromatrices tissulaires n’a pas encore été rapportée.
fi nous a paru difficile d’optimiser le protocole pour l’ensemble des carottes au
sein d’une même micromatrice. Probablement, en raison de la variation des
différentes carottes, il est malaisé d’optimiser les résultats pour toutes les carottes à
la fois. Quoi qu’il en soit, nous avons montré l’efficacité de la technique FISH sur
les MMT pour détecter l’amplification du gène HER-2. fi nous reste donc à
optimiser notre protocole de FISH pour la topoisomérase.
En conclusion, la technique des micromatrices tissulaires nous semble une
technique avantageuse pour l’étude des carcinomes basaux.
Nous croyons que la recherche systématique des carcinomes mammaires avec des
caractéristiques basales devrait être encouragée en clinique. Bien qu’à ce jour nous
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ne sachions pas comment traiter ces carcinomes, ce n’est qu’en accumulant des
données probantes sur cette maladie que nous pourrons progresser dans la prise en
charge des femmes atteintes de cette entité.
Les analyses actuelles des carcinomes mammaires en pratique clinique courante
(morphologie et statut des récepteurs hormonaux et de HER-2) ne permettent pas
d’identifier les carcinomes ayant des caractéristiques basales. L’utilisation des
micromatrices pourrait constituer un moyen économique et efficace pour
rechercher l’expression par IHC de nouveaux marqueurs et permettre d’identifier
au plan clinique ces entités pathologiques souvent agressives.
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